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Sažetak 
 
Dijabetes je rastući zdravstveni problem u razvijenom svijetu. Uz konvencionalne lijekove koji 
učinkovito snižavaju razinu šećera u krvi, brojni oboljeli koriste i fitoterapijske pripravke. U 
radu su prikupljeni podaci o tome koje se biljne droge preporučuju i prodaju kao antidijabetici 
na tržnicama u najvećim hrvatskim gradovima. Istražen je kemijski sastav i biološki učinak 
vodenih i etanolnih (80 %) ekstrakata sljedećih biljnih droga: zeleni stolisnika (Achillea 
millefolium), pelina (Artemisia absinthium) i kičice (Centaurium erythraea), zatim listova breze 
(Betula pendula), bijelog duda (Morus alba), kadulje (Salvia officinalis) i borovnice 
(Vaccinium myrtillus), ljuski graha (Phaseolus vulgaris) te cvijeta bazge (Sambucus nigra). 
TXRF analiza pokazala je da biljni materijal nije sadržavao teške metale, dok je zelen pelina 
sadržavala krom, metal čiji se nedostatak povezuje s razvojem inzulinske rezistencije. U 
ekstraktima je određena i uspoređena količina različitih skupina biljnih polifenola te ispitana 
njihova antioksidativna aktivnost pomoću tri testa, kao i sposobnost inhibicije enzima -
glukozidaze. Istraživanja su pokazala da su etanolni ekstrakti, a posebice ekstrakt lista 
borovnice, bogatiji polifenolnim spojevima od vodenih. Najzastupljeniji među ispitivanim 
polifenolima bili su rutin i klorogenska kiselina. Ispitivani ekstrakti pokazali su i značajno 
antiradikalno djelovanje te inhibiciju degradacije -karotena, dok je kelirajuća aktivnost bila 
slabije izražena. Etanolni i vodeni ekstrakti lista duda i borovnice te etanolni ekstrakti lista breze 
i zeleni stolisnika inhibirali su enzim -glukozidazu u jednakoj mjeri kao akarboza. Ekstrakti 
lista breze i lista borovnice normalizirali su koncentraciju reducirana glutationa u Hep G2 
stanicama izloženima glukozom induciranomu oksidativnom stresu. Sve navedeno ukazuje na 
značajan antidijabetički potencijal odabranih biljnih vrsta koje se u hrvatskoj etnomedicini 
koriste kao komplementarna terapija dijabetesa. 
 
Ključne riječi: antioksidativna aktivnost, inhibicija α-glukozidaze, glutation, polifenoli, teški 
metali. 
  
  
Extended summary 
 
Background: Diabetes is a chronic disease with growing prevalence worldwide. In addition to 
conventional therapy, many patients use phytotherapeutic preparations for the management of 
diabetes. Besides in pharmacies, those products are often purchased in city markets. However, 
their usefulness in terms of diabetes and its complications is often unknown.  
Aims: To perform a detailed analysis of structure of herbalists working in urban environments 
in Croatia, as well as to record the products that they recommend as complementary therapy of 
diabetes. Additionally, the phytochemical composition and biological activity of species most 
used for phytotherapy of diabetes, as well as the species which use is characteristic for Croatia, 
will be further analyzed.  
Methods: The herbalists were interviewed in the nine biggest cities of Croatia. The interview 
consisted of the open-type and closed-type questions. The data on sociodemographic 
characteristics, sources of their plant material and medicinal-plant related knowledge, as well 
as the plants that they recommend as complementary therapy of diabetes was collected. Based 
on the frequency of the recommendation and the subsequent literature search, several plants 
were selected for further study. The content of metals potentially useful in therapy of diabetes, 
as well of heavy metals, was assessed in plant material using total reflection X-ray fluorescence 
(TXRF). Two types of extracts were prepared by ultrasonication using water and 80% ethanol 
as solvent. Total phenolic content and total flavonoid content was determined using Folin–
Ciocalteau reagent and aluminum chloride, respectively. The content of hydroxycinnamic acids 
was evaluated using the nitrite-molybdate reagent. Contents of individual flavonoids and 
phenolic acids was determined by RP-HPLC. Radical scavenging capacity were evaluated 
using DPPH free radical, while chelating activity was evaluated by the reaction of ferrozine and 
Fe2+ ions. Antioxidant activity in -carotene-linoleic acid system was also assessed. Inhibition 
of -glucosidase was performed using the enzyme from Saccharomyces cerevisiae and p-
nitrophenyl-D-glucopyranoside as substrate. The influence of the selected extracts on the 
reduced glutathione content in glucose-induced oxidative stress in Hep G2 cells was assessed 
by monitoring the production of yellow colored 5-thio-2-nitrobenzoic acid from 2,2-
dithiobisnitrobenzoic acid. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed 
by the appropriate post-hoc test.  
Results: In this work, the demographic and professional data on herbalists working in the urban 
areas of Croatia was collected. The plants recommended by the interviewed herbalists as 
complementary therapy of diabetes were reported. In total, 34 plants were recommeded, the 
  
most frequent ones being Urtica dioica, Phaseolus vulgaris, Cychorium intybus, Artemisia 
absinthium and Vaccinium myrtillus. They were predominantly using as infuses prepared by 
mixing several plants. For the further investigation of chemical and biological properties the 
following plants were selected: areal parts of yarrow (Achillea millefolium), wormwood 
(Artemisia absinthium) and common centaury (Centaurium erythraea), leaves of silver birch 
(Betula pendula), white mulberry (Morus alba), sage (Salvia officinalis) and bilberry 
(Vaccinium myrtillus), as well as hulls of beans (Phaseolus vulgaris) and elderflower 
(Sambucus nigra). The TXRF analysis has shown that the plant samples did not contain 
elevated amounts of heavy metals. In addition to that, chromium, the metal important for 
combating insulin resistance, was found in the wormwood sample.  
Aqueous and ethanolic (80 %) extracts were prepared from the selected plants, and the chemical 
composition and biological activity of the extracts compared. Polyphenolic content was higher 
in the ethanolic than in the aqueous extracts. The richest in total phenols, flavonoids and 
phenolic acids were ethanolic bilberry leaf extract (423,51±13,88 mg GE/g), ethanolic mulbery 
leaf extract (154,51±22,64 mg QE/g) and aqueous bilberry leaf extract (125,81±1,32 mg 
CAE/g), respectively. Rutin and chlorogenic acid were the most abundant constituents of the 
extracts. The extracts have shown excellent antiradical activity, as well as the ability to inihbit 
-carotene degradation in presence of linoleic acid, with some being as active as the positive 
control, BHA. Chelating activity, on the other hand, was significantly weaker. -glucosidase-
inhibiting activity of the investigated extracts was excellent. The most remarkable examples 
were the bilberry and the mulbery leaf extracts, as well as ethanolic birch and yarrow extracts. 
Their activity did not differ from the activity of acarbose. Furthermore, birch and bilberry 
extracts were able to normalize the reduced glutathione concentration in Hep G2 cells subjected 
to glucose-induced oxidative stress.  
Conclusions: The aqueous and ethanolic extracts of selected medicinal plants possessed 
excellent antidiabetic properties, as demonstrated by the numerous assays performed in this 
study. In addition to being rich in polyphenols, such as flavonoids and phenolic acids, the 
extracts have shown the excellent antioxidant properties. Furthermore, the extracts strongly 
inhibited -glucosidase, sometimes with the activity equal to antidiabetic drug acarbose. The 
selected extracts were able to restore glutathione concentration in Hep G2 cells subjected to 
glucose-induced oxidative stress. Many of the observed biological properties may be attributed 
to rutin and chlorogenic acid, the main phenolic components of many of the investigated 
extracts. Even though the presented results partly explain the extent and popularity of the 
  
selected medicinal plants use as a supportive therapy of diabetes, further studies are needed to 
assess the potential usefulness of the observed antioxidant, -glucosidase inhibiting and GSH 
restoring effect in Hep G2 cells. 
 
Keywords: -glucosidase inhibitory activity, antioxidant activity, glutathione, polyphenols, 
heavy metals. 
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 Kratice 
AA* – Artemisia absinthium 
AM* – Achillea millefolium 
ANT – Antioksidativna aktivnost  
BHA – tert-butil-4-hidroksianisol  
BP – Betula pendula 
cAMP – ciklički adenozin-monofosfat 
CAT – Katalaza  
CE* – Centaurium erythraea 
CAE – Ekvivalenti kavene kiseline  
DNA – Deoksiribonukleinska kiselina 
DPP-4 – Dipeptidil-peptidaza-4  
DPPH – 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil  
EDTA – Etilendiamintetraoctena kiselina  
GE – Ekvivalenti galne kiseline   
GIP – Inzulinotropni polipeptid koji ovisi o glukozi 
GLP-1 – Glukagonu sličan peptid-1 
GLUT4 - Transporter glukoze tip 4 
GPx – Glutation peroksidaza  
GSH – Reducirani glutation  
GST – Glutation S-transferaza 
HbA1c – Glikozilirani hemoglobin 
HDL – Lipoproteini velike gustoće 
HOCl – Hpoklorasta kiselina  
HPLC – Tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti 
iNOS – Inducibilna sintaza dušičnog kisika  
KA – Kelirajuća aktivnost  
LDL – Lipoproteini male gustoće 
MA* – Morus alba 
NADPH – Reducirani oblik nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfata  
PKA – Protein kinaza A 
PV* – Phaseolus vulgaris 
QE – Ekvivalenti kvercetina   
RNA – Ribonukleinska kiselina 
 ROS – Reaktivni kisikovi spojevi 
RSA – Moć hvatanja slobodnih radikala  
SGLT1 – Suprijenosnik natrija i glukoze 1 
SGLT2 – Suprijenosnik natrija i glukoze 2 
SN* – Sambucus nigra 
SO* – Salvia officinalis 
SOD – Superoksid dismutaza  
TXRF – Potpuna refleksija rentgenskih zraka  
VM* – Vaccinium myrtillus 
WHO – Svjetska zdravstvena organizacija   
* – nastavci -E i -V odnose se na etanolne, odnosno vodene ekstrakte navedenih biljnih 
vrsta 
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1. UVOD 
 
  
2 
 
1.1. Šećerna bolest 
 
 Šećerna bolest ili dijabetes (lat. diabetes mellitus) kronična je metabolička bolest 
višestruke etiologije karakterizirana povišenim razinama glukoze u krvi. Bolest se javlja kad 
gušterača više nije u mogućnosti proizvoditi inzulin, hormon koji regulira razinu glukoze, ili 
kad tijelo ne može iskoristiti proizvedeni inzulin. Hperglikemija ili povišena razina glukoze u 
krvi česta je posljedica nekontrolirane bolesti i s vremenom dovodi do ozbiljnih oštećenja 
mnogih tjelesnih sustava, osobito živaca i krvnih žila (www.who.int, 2017). 
 Šećerna bolest jedan je od najznačajnijih javno-zdravstvenih problema razvijenih 
zemalja diljem svijeta od koje trenutačno boluje 415 milijuna odraslih osoba u svijetu. Nastavi 
li se sadašnji rast, prognozira se da će do 2040. bolovati 642 milijuna ljudi. Procjenjuje se da 
59,8 milijuna stanovnika Europe ima dijabetes s prevalencijom od 9,1 % populacije u dobi od 
20 do 79 godina, prema podacima iz 2015. godine, i predviđa se da će 71,1 milijuna ljudi imati 
dijabetes do 2040. godine. Starenje europske populacije važan je čimbenik rizika razvoja 
dijabetesa te ima za posljedicu veliku prevalenciju dijabetesa tipa 2 u Europi 
(www.diabetesatlas.org). U Hrvatskoj je zabilježeno 216 000 oboljelih odraslih osoba u dobi 
od 20 do 79 godina s prevalencijom od 6,8 % u 2015. godini (www.idf.org, 2015). 
 Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji, šećerna bolest klasificira se u nekoliko 
oblika koji se međusobno razlikuju prema etiologiji i mogućnosti liječenja. 
 Dijabetes tipa 1 (prije zvan juvenilni ili ovisan o inzulinu) definira se značajnim ili 
potpunim nedostatkom inzulina s ili bez naznaka autoimune destrukcije β-stanica 
Langerhansovih otočića gušterače (Pavlić Renar, 2009). Do razvoja bolesti dolazi zbog prisutne 
genetske predispozicije i poticaja okolišnih čimbenika. Može se pojaviti u svakoj životnoj dobi 
iako je češća pojavnost u djece i mladih. Okolišni čimbenici koji se povezuju s povećanim 
rizikom od razvoja šećerne bolesti tipa 1 jesu virusi – koksaki (coxsackie) B, citomegalovirus, 
enterovirusi, echovirusi, Epstein Barr virus, virus parotitisa, rotavirusi, kratko razdoblje dojenja 
i rano izlaganje proteinima kravljeg mlijeka, nizak unos cinka, nedostatak vitamina D, starija 
dob roditelja, porođajna težina i dobivanje na tjelesnoj masi u dojenačkoj dobi te stresni 
događaji (Poljičanin i Metelko, 2009). U mlađih osoba bolest često počinje naglo, s izraženim 
simptomima hipoglikemije (poliurija, polidipsija, glad), dok se u starijih početak razvija sporije 
(Pavlić Renar, 2009). Iako su poznati potencijalni rizični čimbenici razvoja dijabetesa, 
učinkovite mjere prevencije za ovaj tip bolesti još nisu pronađene. 
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 Dijabetes tipa 2 (prije zvan adultni oblik ili neovisan o inzulinu) heterogena je skupina 
oboljenja karakterizirana različitim stupnjevima inzulinske rezistencije, poremećenim 
djelovanjem i/ili lučenjem inzulina uz povećanu proizvodnju glukoze u jetri procesom 
glukoneogeneze (Kokić, 2009). Najučestaliji je oblik bolesti te čini 85 % – 95 % svih bolesnika 
oboljelih od šećerne bolesti (Poljičanin i Metelko, 2009). Rizik od razvoja uvjetovan je 
genetskim naslijeđem te načinom života koji uključuje prekomjernu težinu, nezdravu prehranu 
i fizičku neaktivnost. Simptomi mogu biti slični onima dijabetesa tipa 1, ali često su manje 
uočljivi ili odsutni, što rezultira godinama nedijagnosticiranom bolesti, sve do pojave 
komplikacija. Zato dijagnozu treba uzeti u obzir i pri prisutnosti rekurirajuće kožne infekcije, 
koronarnih srčanih oboljenja, perifernih vaskularnih oboljenja, inkontinencije urina, ulceracije 
stopala, periferne neuropatije te erektilne disfunkcije (Kokić, 2009). 
 Propadanje (apoptoza) vjerojatno je glavni oblik smrti β-stanica gušterače u oba 
navedena oblika bolesti. Nedavne studije ukazuju na to da oba oblika šećerne bolesti 
karakterizira ekspresija upalnih medijatora (osobito citokin interleukina IL-1β) unutar 
Langerhansovih otočića, izazivajući konačan zajednički put apoptoze, progresivni gubitak β-
stanica i dijabetes (Cnop i sur., 2005). 
 Gestacijski dijabetes privremeno je stanje koje se javlja u trudnoći i prestaje završetkom 
trudnoće, a javlja se u jedne od 25 trudnoća. Vrijednosti su glukoze u krvi iznad normalnih, ali 
još ispod razine za postavljanje dijagnoze dijabetesa. Dijagnosticira se testovima tijekom 
prenatalnog pregleda, a ne prijavljenim simptomima. Predstavlja rizik od razvoja komplikacija 
u trudnoći i tijekom poroda za majku i dijete te posljedično za njih predstavlja dugoročan rizik 
od razvoja dijabetesa tipa 2. U otprilike polovine žena s poviješću gestacijskog dijabetesa 
razvije se dijabetes tipa 2 pet do deset godina nakon trudnoće (www.idf.org, 2017). 
 Ostali specifični tipovi šećerne bolesti heterogena su skupina oboljenja koje 
karakterizira hiperglikemija prouzročena raznim stanjima i bolestima kao što su genetski 
defekti funkcije β-stanica, genetski defekti inzulinskog djelovanja, bolesti egzokrina dijela 
gušterače (npr. pankreatitis, trauma / pankreaktomija), endokrinopatije (npr. akromegalija, 
Cushingov sindrom) prouzročene lijekovima ili kemikalijama, infekcijama te drugi genetski 
sindromi povremeno povezani sa šećernom bolesti, npr. Downov sindrom (Alberti i Zimmet, 
1998).  
 Komplikacije šećerne bolesti postupno se razvijaju tijekom godina kao posljedica 
neprimjereno kontrolirane glikemije, no počinju mnogo prije nego što se dijagnoza postavi. 
Glavne su komplikacije makrovaskularne bolesti koje uključuju razna kardiovaskularna 
oboljenja, zatim mikrovaskularne bolesti poput retinopatije, nefropatije, neuropatije te 
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dijabetičkog stopala. Rizični čimbenici za razvoj kardiovaskularnih i mikrovaskularnih 
oboljenja u osoba sa šećernom bolesti su: povišene vrijednosti glikozilirana hemoglobina 
(HbA1c), debljina, povišeni krvni tlak, povišene vrijednosti kolesterola, pušenje, spol, dob i 
trajanje bolesti (Poljičanin i Metelko, 2009) te oksidativni stres koji nastaje kao posljedica 
povišene glikemije (Tibaut i Petrovič, 2016). Početak liječenja šećerne bolesti tipa 2 obuhvaća 
promjenu prehrane i fizičku aktivnost, a ako to nije dostatno, uvodi se farmakološko liječenje.  
 Dijabetes je dosegao epidemijske razmjere širom svijeta, a učestalost inzulinske 
rezistencije, glavni uzročni faktor u ranom razvoju dijabetesa tipa 2 i ključna patofiziološka 
značajka metaboličkog sindroma, u stalnom je porastu (Evans i Bahng, 2000). Utvrđeno je da 
hiperglikemija uzrokuje oštećenja tkiva kroz nekoliko glavnih mehanizama: povećanjem 
intracelularnih produkta uznapredovale glikacije; povećanjem ekspresije receptora za produkte 
uznapredovale glikacije i njihovih aktivirajućih liganada; povećanjem metabolizma glukoze i 
drugih šećera preko puta poliola; aktivacijom izoformi proteina kinaze C, signalne molekule 
koja povećava žilnu permeabilnost i disfunkciju endotela te prekomjernom aktivnosti puta 
heksozamina. Pokazalo se da se svih pet navedenih mehanizama aktivira prekomjernom 
proizvodnjom reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) u mitohondrijima koji uzrokuju nastanak 
oksidativnog stresa (Rahimi-Madiseh i sur., 2016). ROS-ovi predstavljaju vrstu visoko 
reaktivnih molekula izvedenih iz metabolizma kisika. To uključuje radikale superoksidne (•O2), 
hidroksilne (OH), peroksilne (• RO2) i ne-radikalne vrste kao što su vodikov peroksid (H2O2) i 
hipoklorasta kiselina (HOCl). Kronična hiperglikemija i oksidativni stres snažno su povezani s 
mnogim posljedičnim mikrovaskularnim komplikacijama, uključujući retinopatiju, nefropatiju 
i neuropatiju (Vinayagam i sur., 2016). Suprotno tomu, dijabetička makrovaskularna i srčana 
oštećenja rezultat su povećane oksidacije masnih kiselina nastalih zbog specifične otpornosti 
na inzulin (Rahimi-Madiseh i sur., 2016). Slobodne masne kiseline također mogu dovesti do 
oslobađanja ROS-a, oslobađanja citokina koji mogu dovesti do upalnih procesa povezanih s 
disfunkcijom organa, oštećenjima mitohondrijske DNA (deoksiribonukleinska kiselina) i 
smanjenjem funkcije β-stanica gušterače (Rahimi-Madiseh i sur., 2016; Vinayagam i sur., 
2016). Mogući mehanizmi oksidativnog stresa u razvoju ovih komplikacija uključuju 
autooksidaciju glukoze, smanjenu koncentraciju tjelesnih antioksidansa niske molekulske mase 
poput glutationa i vitamina E te smanjenu aktivaciju antioksidacijskih obrambenih enzima 
poput katalaze i superoksid dismutaze (Rahimi-Madiseh i sur., 2016). 
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1.2. Farmakološko liječenje šećerne bolesti 
 
 Cilj liječenja šećerne bolesti otklanjanje je simptoma vezanih uz hiperglikemiju kako bi 
se odgodila ili smanjila pojava kroničnih mikrovaskularnih i makrovaskularnih komplikacija 
bolesti te omogućio što normalniji način života. Standard u procjenjivanju dugoročne kontrole 
glikemije mjerenje je HbA1c. Pri dužim povišenim razinama glukoze u serumu raste 
neenzimska glikacija hemoglobina koja odražava glikemiju u prethodna 2 do 3 mjeseca. 
Glikozilirani hemoglobin treba mjeriti u svih dijabetičara, pri čemu u bolesnika s dijabetesom 
tipa 1 četiri puta godišnje, dok kod dijabetesa tipa 2 svakih šest mjeseci (Kokić, 2009). Smatra 
se da bi ciljni HbA1c trebao biti ≤ 7 % (Rahelić i sur., 2016). 
 Nefarmakološke mjere poput edukacije, oprezna izbora hrane, redovita vježbanja te 
samokontrole glukoze u plazmi temelj su svakog liječenja šećerne bolesti (Pavlić Renar, 2009; 
Rahelić i sur., 2016). Farmakološke terapije s mehanizmima djelovanja  neovisnima o 
izlučivanju ili djelovanju inzulina, s prihvatljivim sigurnosnim profilima te niskim rizikom od 
hipoglikemije i debljanja, mogu povećati mogućnosti bolesnika da ostvare i održe kontrolu 
glikemije (Cornell, 2015). Nadalje, antihiperglikemijski lijekovi koji potiču gubitak mase, 
snižavaju krvni tlak i poboljšavaju profil lipida imaju veću vjerojatnost utjecaja na dijabetički 
morbiditet i mortalitet od lijekova koji samo smanjuju koncentraciju glukoze u plazmi (Abdul-
Ghani i sur., 2015). Trenutačno nije dostupan nijedan lijek koji utječe na sve organe i tkiva 
uključene u patogenezu. Vrlo je važan individualan pristup bolesniku i intenzivirano liječenje 
kombiniranom terapijom ako se ne postignu ciljne vrijednosti HbA1c. Preporuke se temelje na 
učinku snižavanja glukoze, djelovanjima koja mogu smanjiti dugoročne komplikacije, 
podnošljivosti, sigurnosti, jednostavnosti korištenja te cijeni lijekova (Cornell, 2015).  
 Registrirani lijekovi u Hrvatskoj za liječenje šećerne bolesti mogu se podijeliti u tri 
glavne skupine: inzuline, β-citotropne lijekove koji stimuliraju β-stanice na lučenje inzulina 
(derivati sulfonilureje, glinidi, inhibitori enzima dipeptidil-peptidaze 4 i agonisti receptora 
glukagonu sličnog peptida) i ne-β-citotropne lijekove koji hipoglikemijski učinak postižu 
drugim mehanizmima (bigvanidi, tiazolidindioni, inhibitori suprijenosnika natrija i glukoze 2 
(SGLT2) i inhibitori α-glukozidaze) (Rahelić i sur., 2016). 
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Inzulini 
 Inzulinski pripravci u prošlosti bili su životinjskog podrijetla. U današnjoj primjeni 
prisutni su humani inzulini proizvedeni DNA tehnologijom s rekombinantnom humanom 
strukturom te analozi dobiveni modiﬁciranjem molekule humana inzulina (Piljac i Metelko, 
2009; Rahelić i sur., 2016). Primjena inzulina redovito je supkutana, osim u rijetkim 
indikacijama kad se primjenjuje intravenski. Inzulinski preparati općenito se dijele na 
brzodjelujuće, srednjedugodjelujuće, dugodjelujuće te inzulinske pripravke s bifazičnim 
djelovanjem (Rahelić i sur., 2016).  
 Skupinu brzodjelujućih inzulina čine pripravci humanih inzulina i pripravci inzulinskih 
analoga u kojima je zamijenjen redoslijed aminokiselina (lispro, aspart, glulizin). Zamjena je 
omogućila izostanak međusobne agregacije inzulina u otopini te njihovu brzu apsorpciju i kraće 
djelovanje u odnosu na humani inzulin. Primjenjuju se prije obroka u osoba sa šećernom bolesti 
tipa 2 jer podmiruju potrebu za inzulinom uz obrok (Rahelić i sur., 2016). 
 Netopljive suspenzije inzulina kombinirane s proteinom protaminom i cinkovim ionima 
čine srednjedugodjelujuće pripravke inzulina. Na hrvatskom tržištu to su neutralni protaminski 
Hagedornovi inzulini (NPH). Karakteristična su mutna izgleda, a sastoje se od ekvivalentne 
količine protamina i inzulina (Piljac i Metelko, 2009). Primjenjuju se kao bazalni inzulini, 
najčešće u dvije dnevne doze. S obzirom na to da su u obliku suspenzije, iznimno je važno 
dobro ih resuspendirati prije primjene (Rahelić i sur., 2016).  
 Dugodjelujući pripravci su bazalni inzulinski analozi. Zbog dugog djelovanja, najčešće 
se primjenjuju jednom dnevno. Glargin, zahvaljujući svojemu pH-u, nakon injekcije u potkožno 
tkivo stvara mikroprecipitate. Dugotrajna distribucija osigurava se neprestanim otpuštanjem 
malenih količina inzulina glargina iz mikroprecipitata. Molekule inzulina detemira se 
međusobno snažno vežu na mjestu injiciranja te se vežu za albumin putem postraničnog lanca 
masnih kiselina, što mu omogućuje produljenu ravnomjernu koncentraciju i distribuciju do 24 
sata. Kod inzulina degludeka nakon supkutane injekcije dolazi do stvaranja topljivih i stabilnih 
multiheksamera koji tvore depo inzulina u supkutanom tkivu. Postupnim odvajanjem 
monomera od multiheksamera dolazi do njegova neprestanog i polaganog otpuštanja u 
cirkulaciju te do djelovanja duljeg od 42 sata (Rahelić i sur., 2016). 
 Inzulinski analozi s bifazičnim djelovanjem mješavine su brzodjelujućeg inzulina 
(humanog inzulina ili inzulinskih analoga) i istog inzulina kristaliziranog protaminom, čime se 
dobije komponenta srednjedugodjelujućeg inzulina. Kombinirani su u omjerima 25/75, 30/70, 
50/50 i karakterizira ih mutan izgled. Ovakvi inzulinski analozi primjenjuju se neposredno prije 
ili tijekom obroka, dok se humani inzulini primjenjuju pola sata prije obroka. Prednost 
7 
 
predmiješanih inzulina pokrivanje je potreba za bazalnom količinom inzulina i prandijalnim 
potrebama (Piljac i Metelko, 2009; Rahelić i sur., 2016). 
 U oblik inzulinskog liječenja ubraja se i liječenje inzulinskom pumpom. Kontinuiranom 
supkutanom primjenom inzulina osigurava se bazalna doza ultrakratkodjelujućeg inzulina, dok 
pacijent prije svakog obroka dodatno titrira prandijalnu dozu istog inzulina. Prednosti ovog 
oblika liječenja manje su učestalosti hipoglikemija, bolja glukoregulacija te posljedično manja 
učestalost komplikacija šećerne bolesti. Nedostaci su učestalije ketoacidoze kod prekida dotoka 
inzulina jer se u ovoj vrsti terapije ne koristi dugodjelujući inzulin (Piljac i Metelko, 2009). 
 
Bigvanidi 
 Metformin je aktivni bigvanid koji djeluje na smanjenje proizvodnje glukoze 
suprimirajući glukoneogenezu i glikogenolizu u jetri, smanjujući inzulinsku rezistenciju, 
povećavajući osjetljivost jetre i skeletnih mišića na inzulin preko AMP-aktivirane proteinske 
kinaze te odgađajući apsorpciju glukoze u crijevima (Rizvi i sur., 2015). Poboljšavanje tkivne 
osjetljivosti na inzulin posredno može poboljšati djelovanje β-stanica. Budući da mehanizam 
djelovanja nije posredovan inzulinom, ne uzrokuje hipoglikemiju. U kliničkim studijama 
primjena metformina povezuje se sa stabilnom tjelesnom masom ili s njezinim umjerenim 
gubitkom (Rahelić i sur., 2016). Metformin ima pozitivan učinak na metabolizam lipida 
neovisno o svojem djelovanju na razinu glukoze u krvi tako da snižava razinu ukupnoga 
kolesterola, LDL kolesterola (eng. low-density lipoprotein) i triglicerida (www.halmed.hr). 
Najčešće su nuspojave gastrointestinalne prirode koje uključuju gubitak teka, mučninu, 
napuhnutost, proljev i metalni okus u ustima, no u većine su oboljelih prolazne i samo u oko 5 
% slučajeva dovode do prekida korištenja terapije. Metformin, ako nije kontraindiciran i ako se 
podnosi, poželjan je početni farmakološki izbor za liječenje dijabetesa tipa 2 (Rahelić i sur., 
2016). 
 
Derivati sulfonilureje 
 Kao sekretagozi inzulina, derivati sulfonilureje stimuliraju zatvaranje kalijevih kanala 
β-stanica gušterače te posljedično uzrokuju otpuštanje inzulina (Stumvoll i sur., 2005). Toj 
skupini pripadaju lijekovi glibenklamid, gliklazid, glikvidon (druga generacija) i glimepirid 
(treća generacija). Djelovanje se temelji na stimulaciji β-stanica na lučenje inzulina neovisno o 
razini glukoze, pri čemu je pretpostavka za njihovo djelovanje postojanje očuvanih β-stanica. 
Oni su lijekovi koji najsnažnije snižavaju glikemiju, no pogoršanje disfunkcije β-stanica i 
slabljenje njihova djelovanja nastupa znatno brže nego primjenom drugih lijekova (Rahelić i 
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sur., 2016). Također je objavljeno da imaju i druge učinke kao što su poticanje oslobađanja 
GPI-proteina (glikozil-fosfatidilinozitol) i aktivaciju nuklearnog transkripcijskog čimbenika 
PPARγ (engl. peroxysome proliferator-activated receptor gamma) (Rizvi i sur., 2015). Lijekovi 
iz ove skupine uzrokuju povećanje tjelesne mase, a posebice dovode do nakupljanja 
visceralnoga masnog tkiva. Mogu prouzročiti i pojavu hipoglikemije, što se najrjeđe događa uz 
primjenu gliklazida, a najčešće uz primjenu glibenklamida (Rahelić i sur., 2016). Rezultati 
istraživanja provedenog u Velikoj Britaniji (UKPDS, 1998) pokazali su smanjenje rizika od 
pojave mikrovaskularnih komplikacija upotrebom derivata sulfonilureje, dok je smanjenje 
rizika od razvoja makrovaskularnih bolesti bilo otprilike 16 %. U istom je istraživanju 
antihipertenzivna terapija smanjila rizik od makrovaskularnih komplikacija za otprilike 20 %, 
dok je kombinirana primjena derivata sulfonilureje i antihipertenziva dodatno smanjila taj rizik. 
 
Meglitinidi 
 Skupina meglitinida (glinida) sastoji se od nateglinida i repaglinida. Nateglinid se veže 
na isto receptorsko mjesto kao derivati sulfonilureje, dok se repaglinid veže na mjesto blizu 
istog receptora, pri čemu dovode do otpuštanja inzulina (Stumvoll i sur., 2005). Stimulacija 
sekrecije inzulina iz β-stanica postiže se brže, uz kraći i intenzivniji učinak, zbog čega se 
meglitinidi daju neposredno prije obroka ili uz njega. Hipoglikemija je jedna od glavnih 
nuspojava glinida, no zbog kraćeg poluživota u nekim kontroliranim ispitivanjima, pojavljivala 
se znatno rjeđe nego kod derivata sulfonilureje (Rahelić i sur., 2016). 
 
Inhibitori α-glukozidaze 
 Akarboza pripada skupini inhibitora α-glukozidaze. Ne djeluje izravno na 
patoﬁziologiju šećerne bolesti i ne snižava izravno koncentraciju glukoze u plazmi. Učinak se 
očituje smanjenjem apsorpcije glukoze iz tankog crijeva, gdje djelomičnom inhibicijom enzima 
α-glukozidaze usporava razgradnju disaharida, oligosaharida i polisaharida. Ima 
antihiperglikemijski učinak, pri čemu sama ne izaziva hipoglikemiju (Rahelić i sur., 2016). 
Akarboza štiti od razvoja dijabetesa i kardiovaskularnih oboljenja osobe s oštećenom 
tolerancijom glukoze, odnosno u stanju predijabetesa (Chiasson i sur., 1998). Nadalje, njezina 
upotreba u osoba s oštećenom tolerancijom glukoze povezana je ne samo sa smanjenjem rizika 
od progresije dijabetesa nego i sa smanjenjem rizika od razvoja novih slučajeva hipertenzije te 
smanjenjem rizika od kardiovaskularnih događaja (Ceriello, 2005). 
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Tiazolidindioni 
 Tiazolidindioni (glitazoni) aktiviraju speciﬁčan receptor u jezgri koji regulira 
transkripciju inzulin-odgovarajućih gena PPAR-γ. Poboljšavaju osjetljivost na inzulin u 
masnom tkivu, mišićima i jetri mijenjajući metabolizam i distribuciju masnog tkiva te smanjuju 
proizvodnju glukoze u jetri. Imaju snažan hipoglikemijski učinak, a ne povećavaju rizik od 
razvoja hipoglikemije (Rahelić i sur., 2016). Za pioglitazon je, kao sekundarni ishod u velikom 
kliničkom ispitivanju, uočeno da u oboljelih s prisutnom makrovaskularnom bolesti donosi 
korist vezanu uz kardiovaskularne događaje (Dormandy i sur., 2005). Nadalje, tiazolidindioni 
smanjuju cirkulirajuću koncentraciju proinflamatornih citokina koji potiču rezistenciju na 
inzulin (npr. tumor nekrotizirajući faktor α (TNF-α) i interleukin 6) te povećavaju koncentraciju 
adiponektina koji ima inzulin-senzibilizirajuća i protuupalna svojstva (Stumvoll i sur., 2005). 
 
Inhibitori dipeptidil-peptidaze-4 
 Inkretinski hormoni oslobađaju se iz endokrinih stanica crijeva tijekom obroka. Potiču 
sekreciju inzulina izazvanu glukozom i mogu biti odgovorni za do 70 % postprandijalnog 
lučenja inzulina. Oni uključuju glukagonu sličan peptid-1 (GLP-1) koji stimulira lučenje 
inzulina i inzulinotropni polipeptid koji ovisi o glukozi (GIP), od kojih oba mogu također 
poticati proliferaciju / neogenezu β stanica i spriječiti njihovu apoptozu. Oba hormona 
pridonose izlučivanju inzulina od početka obroka, a njihovi se učinci progresivno povećavaju 
kako raste koncentracija glukoze u plazmi. GLP-1 se iznimno brzo metabolizira i inaktivira 
enzimom dipeptidil-peptidaza-4 (DPP-4). Učinak inkretina značajno je smanjen ili odsutan u 
bolesnika s dijabetesom tipa 2 (Holst i sur., 2009). 
 Inhibitori DPP-4 skupina su oralnih hipolipemika koji inhibiraju degradaciju inkretina 
GLP-1 i GIP. Nakon obroka prisutne aktivne endogene koncentracije GLP-1 povećavaju se dva 
do tri puta s DPP-4 inhibitorima (Thornberry i Gallwitz, 2009), a ovisne su o endogenoj 
sekreciji hormona (Rahelić i sur., 2016). Ovakvo djelovanje dovodi ne samo do povećanja 
lučenja inzulina, sve dok je prisutna hiperglikemija, nego i do smanjenja izlučivanja glukagona 
(Thornberry i Gallwitz, 2009). Dobro se podnose, a s obzirom na to da je mehanizam djelovanja 
ovisan o glukozi, pojava hipoglikemije može biti samo iznimna ili je vezana uz učinak drugog 
lijeka pri kombiniranom liječenju. DPP-4-inhibitori ne dovode do porasta tjelesne mase u 
liječenih osoba, odnosno imaju neutralan učinak (Rahelić i sur., 2016). 
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Agonisti GLP-1-receptora  
 Pojačavaju lučenje inzulina iz β-stanica gušterače ovisno o glukozi. Zbog razlika u 
molekularnoj strukturi u odnosu na endogeni inkretinski hormon, otporni su na razgradnju DPP-
4 enzimom. Primjena je supkutana. Razlikujemo kratkodjelujuće (eksenatid i liksisenatid) i 
dugodjelujuće (eksenatid u formulaciji produljena oslobađanja, liraglutid, albiglutid, 
dulaglutid) agoniste GLP-1. Imaju dodatne poželjne učinke vezane uz čimbenike 
kardiovaskularnog rizika kao što su smanjenje tjelesne mase, sniženje arterijskog tlaka i 
poboljšanje lipidnog proﬁla (Rahelić i sur., 2016). 
 
Inhibitori SGLT2 
 U početnom dijelu proksimalnog tubula bubrega nalazi se SGLT2 i odgovoran je za 
reapsorpciju od 80 % do 90 % filtrirane glukoze (Abdul-Ghani i sur., 2015). Inhibitori SGLT2 
smanjuju prijenos glukoze i natrija iz lumena proksimalnih tubula u krv i pojačavaju izlučivanje 
glukoze u urinu. Istodobno, tekućina proksimalnog tubula, koja sadrži nisku koncentraciju 
klorida zbog inhibicije SGLT2, prenosi se u Henleovu petlju. Kada su razine klorida niske, 
mehanizmi reapsorpcije Henleove petlje ne djeluju, poput stanja kad u petlji djeluju diuretici 
tako da dolazi do snižavanja krvnog tlaka. Dakle, kombiniranim metaboličkim i 
hemodinamskim djelovanjem sinergistički se smanjuje rizik koji dovodi do ateroskleroze i 
oštećenja organa (Kimura, 2016). Budući da je djelovanje SGLT2 inhibitora neovisno o 
inzulinu, postoji manji rizik od hipoglikemije u usporedbi s lijekovima koji ovise o inzulinu, 
dok povećano izlučivanje glukoze i povezanih kalorija pomoću SGLT2 inhibitora smanjuje 
tjelesnu masu (Cornell, 2015). 
  
 
1.3. Etnomedicina 
 
 Tijekom razvoja čovječanstva  upotreba bilja i njihovih pripravaka bila je osnovni način 
olakšavanja tegoba brojnih bolesti. Podaci o upotrebi bilja za liječenje datiraju od 4000 do 5000 
godina p. n. e. (Hosseinzadeh i sur., 2015). Neki od tradicionalnih načina upotrebe određenih 
ljekovitih biljnih vrsta ostali su sačuvani, mnogi su se promijenili ili nestali dok se pojedino 
ljekovito bilje počelo koristiti na drugi način. Naime, mnoge danas popularne biljne vrste u 
europskoj narodnoj medicini koriste se stoljećima, no načini na koje se danas koriste razlikuju 
se od zabilježenih u povijesnim tekstovima. Istodobno je diljem Europe ugroženo očuvanje 
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tradicionalnoga medicinskog znanja zbog kretanja kultura, stoga se javila potreba prikupljanja 
i dokumentiranja trenutačnoga znanja (Quave i sur., 2012). 
 Bitno je razlikovati dva dijela aktivnosti namijenjenih očuvanju tradicionalnih znanja: 
terensko istraživanje lokalnih resursa ili dokumentacije tradicionalnih liječničkih praksi te 
znanstveno proučavanje tih znanja i preparata koji se koriste. U mnogim krajevima svijeta 
znanje je bilo, ili je i dalje, uglavnom prenošeno usmeno iz jedne generacije iscjelitelja na 
drugu. Prikupljanje tog znanja u središtuje pozornosti istraživača koji se nazivaju 
etnobotaničarima. Godine 1896. pojam 'etnobotanika' počeo je primjenjivati američki botaničar 
William Harshberger da bi opisao istraživanje upotrebe bilja u ljudi. Pojam se općenito temelji 
na detaljnom promatranju i analizi upotrebe biljnih vrsta koje se koriste u društvu te svih 
vjerovanja i kulturnih praksi povezanih s takvom upotrebom. Stoga se može smatrati da svaka 
studija koja se usredotočuje na dokumentaciju i sustavno proučavanje lokalne i tradicionalne 
upotrebe bilja ima etnobotaničko značenje (Heinrich, 2010). 
 Etnobotaničke studije provedene na području jugoistočne Europe pružaju mogućnost 
međukulturalne analize lokalne upotrebe ljekovita bilja. Pojedine ljekovite biljke koriste se na 
vrlo različite načine u različitim regijama, čak i na područjima koja dijele sličnu floru, ali imaju 
različitu kulturnu ili jezičnu baštinu. Time je važnost dokumentiranja još i veća, poglavito jer 
se i dalje pojavljuju jedinstvene pripreme i medicinske primjene bilja (Quave i sur., 2012). To 
pokazuju brojne etnobotaničke studije provedene u susjednim zemljama (Ferrier i sur., 2015; 
Menković i sur., 2011; Šarić-Kundalić i sur., 2011), čime su sačuvani podaci o tradicionalnoj 
upotrebi ljekovita bilja, dok su studije s područja Hrvatske vrlo rijetke (Pieroni i sur., 2003). 
 Ljekovito bilje i njihovi pripravci i danas igraju važnu ulogu u cijelom svijetu u 
sprječavanju i liječenju bolesti ljudi. Početkom novog tisućljeća Svjetska zdravstvena 
organizacija procjenjuje da se brojno stanovništvo većine zemalja još oslanja na autohtone ili 
tradicionalne oblike liječenja. Procjenjuje se da u razvijenim zemljama poput Sjedinjenih 
Američkih Država biljni lijekovi čine čak 25 % ukupnih lijekova, dok u zemljama s brzim 
razvojem poput Kine i Indije čine čak 80 %. Stanovništvo u razvijenim zemljama, razočarano 
modernom zdravstvenom skrbi, teži samoliječenju ljekovitim biljnim pripravcima te se 
korištenje biljnih lijekova znatno povećalo u drugoj polovici dvadesetog stoljeća. Iako stoljetno 
korištenje određenih biljnih vrsta u tradicionalnom liječenju može poslužiti kao svjedočanstvo 
da je određena biljna sastavnica učinkovita ili sigurna, postoji nekoliko nepoznanica koje se 
trebaju otkloniti da bi te biljne vrste bile ugrađene u modernu praksu. Primjerice, sastavnice 
koje su bile sigurne u tradicionalnom liječenju akutnih simptoma nisu nužno sigurne i u 
suvremenoj primjeni za kontinuirano korištenje u pri promicanju zdravlja i prevenciji bolesti. 
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Osim toga, nužno je potvrditi učinkovitost biljnih sastavnica pristupom temeljenim na 
znanstvenim dokazima koji se tek nedavno počeo provoditi (Hosseinzadeh i sur., 2015). 
Nadalje, upitna je sigurnost primjene, primjerice kod smanjene funkcije jetre, a nije rijetka ni 
pojava hepatotoksičnosti u bolesnika koji se sami liječe biljem (Quave i sur., 2012).  
 Bilje i njihove sastavnice dio su moderne medicine od početka njezina razvoja, te su 
izvori važnih lijekova koji se danas koriste kao što su atropin, kodein, morfin i kinin 
(Hosseinzadeh i sur., 2015). Primjer je i bigvanid metformin, polusintetski derivat aktivnoga 
prirodnog produkta galegina, izoliran iz biljke Galega officinalis L. (Fabaceae) koja se još u 
srednjem vijeku koristila za ublažavanje intenzivnog uriniranja u osoba s dijabetesom 
(Heinrich, 2010). Diljem svijeta u alopatskoj se medicini koristi 119 lijekova poznatih struktura 
dobivenih iz manje od 90 biljnih vrsta. Otprilike 74 % njih otkrili su kemičari koji su pokušavali 
identificirati kemijske tvari u bilju koje su bile odgovorne za njihovu medicinsku upotrebu u 
ljudi. Budući da na svijetu ima najmanje 250 000 vrsta viših biljnih vrsta, logično je 
pretpostaviti da će se u biljnom kraljevstvu naći mnogo više korisnih lijekova ako se potraga za 
ovim entitetima provede na logičan i sustavan način (Farnsworth, 1990). Svjetska zdravstvena 
organizacija također je prepoznala važnost tradicionalne medicine i stvorila strategije, 
smjernice i standarde botaničkih lijekova (www.who.int, 2013).  
 Razvoj lijekova usredotočuje se na kemijske sastavnice, a lokalno i tradicionalno znanje 
ključna je polazna točka za takvo istraživanje pod uvjetom da postoji spremnost za potporu 
takvim ispitivanjima koja se uglavnom nalaze na granici između temeljnih i primijenjenih 
istraživanja (Heinrich, 2010). Služenje podacima tradicionalne medicine ponovno postaje 
zanimljivo, što se može pripisati nekoliko čimbenika, uključujući neostvarene terapeutske 
potrebe; značajnu raznolikost kemijskih struktura i bioloških aktivnosti sekundarnih metabolita 
koji se prirodno pojavljuju; razvoj novih i osjetljivih tehnika za otkrivanje biološki aktivnih 
prirodnih sastavnica; poboljšane tehnike za izolaciju, pročišćavanje i strukturalno obilježavanje 
tih aktivnih sastojaka te napredak u rješavanju zahtjeva za opskrbom složenih prirodnih 
proizvoda (Clark, 1996). 
 Tradicionalna medicina može pružiti podatke korisne pri odabiru biljnih vrsta za 
eksperimentalne farmakološke studije. Etnofarmakologija je grana znanosti koja se bavi 
analizom podataka iz etnomedicine s ciljem razvoja novih lijekova. Rezultat takvih studija 
obično je odabir prihvatljiva broja biljnih vrsta koje treba testirati u biološkim sustavima za 
koje se vjeruje da mogu predvidjeti djelovanje tih lijekova u ljudi (Farnsworth, 1990). Pritom 
je potrebno savladati i brojne prepreke poput nedostatka ispitivanja, evidencija o sigurnosti i 
učinkovitosti, jaz između starih koncepata i suvremena razumijevanja za čije je svladavanje 
13 
 
potrebno uložiti dodatan napor, kao i za sprječavanje gubitka ovoga bogatog tradicionalnog 
znanja koje može pomoći otkrivanju lijekova naredni dugi niz godina (Khamkar i sur., 2015). 
 
 
1.4. Ljekovite biljne vrste i njihove sastavnice u terapiji dijabetesa 
 
 U literaturi se može pronaći više od 400 biljnih vrsta s hipoglikemijskim djelovanjem, 
no i dalje se teži traženju novih antidijabetičkih lijekova iz prirodnih izvora, a novija 
istraživanja stalno pronalaze nove biljne tvari koje različitim mehanizmima mogu djelovati na 
dijabetes. Većina bilja sadrži glikozide, alkaloide, terpenoide, flavonoide, karotenoide, itd., 
koje se povezuje s antidijabetskim učinkom (Malviya i sur., 2010). Pregledom objavljenih 
istraživanja u kojima su obrađeni mehanizmi djelovanja biljnih vrsta na šećernu bolest može se 
uočiti nekoliko mehanizama djelovanja koji dovode do istoga biološkog učinka te mogućnost 
jedne biljne vrste da ispoljava više učinaka. Tablica 1. prikazuje različite biološke učinke s 
povezanim mehanizmima djelovanja, od kojih su mnogi usporedivi s mehanizmima djelovanja 
lijekova za šećernu bolest. 
 Među biljnim vrstama koje uzrokuju povećano otpuštanje inzulina iz β-stanica gušterače 
nalazi se kava, Coffea arabica L. (Rubiaceae) povećavajući proizvodnju inkretinskog hormona 
GLP-1. Za to je djelovanje vjerojatno odgovorna klorogenska kiselina koja je glavni polifenol 
u kavi. Osim toga, utvrđeno je da klorogenska kiselina inhibira crijevni transport glukoze na 
membranama crijevnih resica oponašajući akarbozu. Češnjak, Allium sativum L. 
(Amaryllidaceae), pojačava učinak inzulina povećavajući njegovo lučenje iz postojećih β-
stanica. Ovi učinci uglavnom se pripisuju spojevima tipa alicina (El-Abhar i Schaalan, 2014). 
Također, na povećano izlučivanje inzulina djeluje biljka Catharanthus roseus Linn. 
(Apocyaceae) koja se koristi za liječenje dijabetesa u subtropskim i tropskim područjima, te 
Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni (Asteraceae) koja je odgovorna za antihiperglikemijsku, 
inzulinotropnu i glukagonostatsku aktivnost biljke, što objašnjava njezinu tradicionalnu 
upotrebu (El-Abhar i Schaalan, 2014; Malviya i sur., 2010). Sličan obrazac učinkovitosti 
pokazuju listovi bijele imele, Viscum album L. (Santalaceae). Panax ginseng C. A. Mey. 
(Araliaceae) ima snažno djelovanje na više načina. Njegove sastavnice, što prije svega vrijedi 
za ginsenozid Rh2, povećavaju ekspresiju gena GLUT4 (transporter glukoze tip 4) na razini 
mRNA (glasnička ribonukleinska kiselina) i proteina, što dovodi do povećana unosa glukoze u 
mišićne stanice. Osim toga, poboljšava očuvanje β-stanica te sekreciju inzulina stimuliranu 
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glukozom preko cAMP / PKA ovisnih i / ili neovisnih puteva. U piskavici, Trigonella foenum-
graecum L. (Leguminosae), izolirana je aminokiselina 4-hidroksileucin koja omogućuje 
glukozom uvjetovano izlučivanje inzulina, a djelovanje je potvrđeno i inhibicijom crijevne 
glukozidaze (El-Abhar i Schaalan, 2014). Plodovi korijandra, Coriandrum sativum L. 
(Umbelliferae), korišteni su za liječenje dijabetesa i njegovih komplikacija. Potvrđena je 
njihova hipoglikemijska aktivnost u štakora kroz otpuštanje inzulina iz ß-stanica vezanjem na 
receptore sulfonilureje, kao i pojačavanje aktivnosti i broja ß-stanica gušterače (Hosein i sur., 
2015).  
 Inhibicija apsorpcije glukoze u crijevima postiže se inhibicijom djelovanja nekoliko 
enzima i neenzimskog transporta glukoze. Ekstrakti lista i stabljike C. sativum pokazale su 
inhibiciju α-glukozidaze (Hosein i sur., 2015). Alkaloid mahanimbin izoliran iz poznatoga 
indijskog začina currya, Murraya koenigii (L.) Spreng. (Rutaceae), pokazao je mogućnost 
inhibicije α-glukozidaze i α-amilaze. Do inhibicije α-glukozidaze dovode i antocijanini iz 
korijena slatkoga krumpira ili batata, Ipomoea batatas (L.) Poir. (Convolvulacea), te flavonoid 
kaempferol i 3-O-gentiobiozid iz biljke Senna alata (L.) Roxb. (Leguminosae) (Ezuruike i 
Prieto, 2014). Biljna vrsta Tournefortia hartwegiana Steud. (Boraginaceae), tradicionalno 
korištena kao antidijabetik u Meksiku, kontrolira razinu glukoze inhibicijom α-glukozidaze te 
drugih intestinalnih enzima poput maltaze i saharaze koji su uključeni u probavu polisaharida i 
oligosaharida. Crni kim, Nigella sativa L. (Ranunculaceae), inhibiciju apsorpcije glukoze 
postiže neenzimatskim putem, inhibirajući crijevni suprijenosnik natrija i glukoze 1 (SGLT1) 
koji je glavni transporter glukoze u crijevima (El-Abhar i Schaalan, 2014). 
 Nekoliko je načina kojima se može povećanim unosom glukoze u različite stanice 
sudjelovati u regulaciji glikemije. Pokazalo se da gingeroli iz đumbira, Zingiber ofﬁcinale 
Roscoe (Zingiberaceae), povećavaju unos glukoze u mišiće kao rezultat izravna povećanja 
ekspresije GLUT4 receptora (Ezuruike i Prieto, 2014). Kliničke studije potvrdile su da ekstrakt 
batata u bolesnika s dijabetesom tipa 2 kontrolira razinu glukoze u plazmi kroz povećanje 
osjetljivosti na inzulin zajedno s povećavanjem razine adiponektina. Gorka dinja, Momordica 
charantia L. (Cucurbitaceae), i cimet, Cinnamomum zeylanicum Blume (Lauraceae), 
povećavaju unos glukoze u adipocite, dok crni kim povećava osjetljivost na inzulin u stanicama 
jetre (El-Abhar i Schaalan, 2014). Djelovanje agonistički na PPARγ receptor poput oralnih 
antidijabetika tiazolidindiona pokazale su biljne vrste dobro poznate na našem području poput 
Zea mays L. (Poaceae), Camellia sinensis (L.) Kuntze (Theaceae), Salvia officinalis L. 
(Lamiaceae), Urtica dioica L. (Urticaeae), Origanum majorana L. (Lamiaceae) (El-Abhar i 
Schaalan, 2014). 
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 Više biljnih vrsta pokazalo je sposobnost obnavljanja β-stanica gušterače poput gorke 
dinje (El-Abhar i Schaalan, 2014), cimeta (Arulselvan i sur., 2014) i biljne vrste Coccinia indica 
Wight & Arn. (Cucurbitaceae) koja se kao antidijabetik koristi u Africi i jugoistočnoj Aziji, a 
za čije je djelovanje odgovoran toluen (Malviya i sur., 2010). Tamarind, Tamarindus indica L. 
(Leguminosae), povećava razinu glikogena u jetri i skeletnim mišićima (El-Abhar i Schaalan, 
2014), dok je oralna konzumacija lišća curryja u štakora rezultirala povećanjem koncentracije 
glikogena u jetri (Malviya i sur., 2010). 
 Budući da se antioksidansi koriste kao komplementarna terapija u pacijenata s 
dijabetesom radi smanjenja komplikacija bolesti, neprestano se nastoje otkriti sastavnice koje 
bi u tome bile učinkovite (El-Abhar i Schaalan, 2014). Plodovi šipka, Rosa canina (Rosaceae), 
koji se koriste u tradicionalnoj medicini mnogobrojnih zemalja pokazali su hipoglikemijsko 
djelovanje u štakora s dijabetesom tipa 1 pojačavajući antioksidacijske funkcije i uklanjanje 
slobodnih radikala te da njihova glavna aktivna sastavnica trans-tilirozid ublažava toleranciju 
na glukozu i inzulinsku rezistenciju. Cvjetovi šipka, Punica granatum (Punicaceae), pokazali 
su poboljšanje antioksidacijske obrane enzimima glutation peroksidaze (GPx), glutation S-
transferaze (GST), superoksid dismutaze (SOD) i katalaze (CAT) te poboljšavaju neenzimski 
antioksidativni učinak reduciranim glutationom (GSH) koji štiti stanični sustav od toksičnih 
učinaka lipidne peroksidacije (Hosein i sur., 2015). 
 Inhibicija formiranja glikolizirana proteina također je jedan od načina sprječavanja 
razvoja dijabetičkih komplikacija. Sastavnica biljke Lawsonia inermis L. (Lythraceae), galna 
kiselina, pokazala se uspješnom u inhibiciji formiranja glikolizirana proteina (Hosein i sur., 
2015). Inhibicija puta poliola kojim se sprječava razvoj mikrovaskularnih komplikacija postiže 
se inhibicijom enzima aldoza reduktaze. Autori Ezuruike i Prieto (2014) navode nekoliko 
sastavnica odgovornih za taj učinak. Jestivi orah iz gorke kole, Garcinia kola Heckel 
(Clusiaceae), koja se koristi u zapadnoj Africi, sadrži mješavinu flavanona pod nazivom 
kolaviron za koju se pokazalo da inhibira aldoza reduktazu u leći štakora. Elagična kiselina i 
izoklorogenska kiselina A iz lista batata pokazale su se potencijalnim inhibitorima aldoza 
reduktaze, dok su metoksi fenil derivati iz podanka đumbira uspjeli suprimirati akumulaciju 
sorbitola u ljudskim eritrocitima. 
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Tablica 1. Primjeri bioloških učinaka biljaka  
Učinak Mehanizam djelovanja 
Sastavnice 
odgovorne za učinak 
Biljna vrsta Literatura 
Povećavanje 
otpuštanja 
inzulina iz 
stanica gušterače 
Posreduju lučenje inzulina putem 
cAMP / PKA ovisnih i / ili 
neovisnih puteva 
ginsenozidi i 
baicalein 
Panax ginseng C. A. Mey. (Araliaceae) 
El-Abhar i Schaalan, 
2014 
  
  
Stevia rebaudiana  (Bertoni) Bertoni 
(Asteraceae), Viscum album L. 
(Santalaceae) 
El-Abhar i Schaalan, 
2014 
Povećavanje proizvodnje 
inkretinskog hormona GLP-1 
klorogenska kiselina Coffea arabica L. (Rubiaceae)  
El-Abhar i Schaalan, 
2014 
  spojevi tipa allicina Allium sativum L. (Amaryllidaceae)  
El-Abhar i Schaalan, 
2014 
Inhibicija DPP-4 
  
Mangifera indica L. (Anacardiaceae) 
Ezuruike i Prieto, 
2014 
    
Catharanthus roseus Linn. 
(Apocyaceae)  
Malviya i sur., 2010 
  
  
Azadirachta indica A. Juss. 
(Meliaceae) 
Ezuruike i Prieto, 
2014 
  
4-hidroksileucin – u 
piskavici 
Momordica charantia L. 
(Cucurbitaceae), Trigonella foenum-
graecum L. (Leguminosae) 
El-Abhar i Schaalan, 
2014 
Sposobnost vezanja na receptore 
sulfonilureje 
  
Coriandrum sativum L. (Umbelliferae) Hosein i sur., 2015 
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Tablica 1. Primjeri bioloških učinaka biljaka – nastavak 
Učinak Mehanizam djelovanja 
Sastavnice odgovorne 
za učinak 
Biljna vrsta Literatura 
Inhibicija 
apsorpcije 
glukoze u 
crijevima 
Inhibicija enzima α-amilaze mahanimbin 
Murraya koenigii (L.) Spreng. 
(Rutaceae) 
Ezuruike i Prieto, 
2014 
Inhibicija enzima α-glukozidaze   
mahanimbin 
Murraya koenigii (L.) Spreng. 
(Rutaceae) 
Ezuruike i Prieto, 
2014 
anthocijani 
Ipomoea batatas (L.) Poir. 
(Convolvulacea) 
Ezuruike i Prieto, 
2014 
kaemferol i njegov 3-O-
gentiobiozid 
Senna alata (L.) Roxb. 
(Leguminosae) 
Ezuruike i Prieto, 
2014 
  
Coriandrum sativum L. 
(Umbelliferae) 
Hosein i sur., 2015 
Inhibicija α-glukozidaze, maltaze 
i saharaze u crijevima 
  
Tournefortia hartwegiana Steud. 
(Boraginaceae)  
El-Abhar i Schaalan, 
2014 
Inhibicija crijevnog SGLT1  
  
Nigella sativa L. (Ranunculaceae) 
El-Abhar i Schaalan, 
2014 
Povećavani unos 
glukoze i 
smanjenje 
izlučivanja 
glukoze iz jetre 
Agonistički na PPARy receptor 
  
Zea mays L. (Poaceae) 
Ezuruike i Prieto, 
2014, El-Abhar 
iSchaalan, 2014 
  
Camelliasinensis ( L. ) Kuntze 
(Theaceae), Salvia officinalis L. 
(Lamiaceae), Urtica dioica L. 
(Urticaceae), Origanum majorana L. 
(Lamiaceae) 
El-Abhar i Schaalan, 
2014 
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Tablica 1. Primjeri bioloških učinaka biljaka – nastavak 
Učinak Mehanizam djelovanja 
Sastavnice odgovorne za 
učinak 
Biljna vrsta Literatura 
Povećavani unos 
glukoze u... 
mišićne stanice povećanjem 
ekspresiju gena za GLUT4, 
na razini mRNA i proteina 
6, 8 i 10 gingeroli  
Zingiber ofﬁcinale Roscoe 
(Zingiberaceae) 
Ezuruike i Prieto, 
2014 
ginsenozid Rh2  
Panax ginseng C. A. Mey. 
(Araliaceae) 
El-Abhar i Schaalan, 
2014 
mišićne stanice 
povećavanjem razine 
adiponektina 
 antocijani 
Ipomoea batatas (L.) Poir. 
(Convolvulacea) 
El-Abhar i Schaalan, 
2014 
adipocite  n. s. 
Momordica charantia L. 
(Cucurbitaceae), Cinnamomum 
zeylanicum Blume (Lauraceae) 
El-Abhar i Schaalan, 
2014 
u jetru 
 n. s. 
Nigella sativa L. (Ranunculaceae) 
El-Abhar i Schaalan, 
2014 
Obnavlja  
β-stanice 
gušterače 
 n. s.  n. s. 
Momordica charantia L. 
(Cucurbitaceae) 
El-Abhar i Schaalan, 
2014 
 n. s. toluen 
Coccinia indica Wight & Arn. 
(Cucurbitaceae) 
Malviya i sur., 2010 
 n. s.  n. s. Coriandrum sativum L. (Umbelliferae) Hosein i sur., 2015 
 n. s.  n. s. 
Cinnamomum zeylanicum Blume 
(Lauraceae) 
Arulselvan i sur., 
2014 
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Tablica 1. Primjeri bioloških učinaka biljaka – nastavak 
Učinak Mehanizam djelovanja 
Sastavnice odgovorne 
za učinak 
Biljna vrsta Literatura 
Obnavljanje 
glikogena  
U jetri i skeletnim mišićima  n. s. Tamarindusindica L. (Leguminosae) 
El-Abhar i Schaalan, 
2014 
U jetri  n. s. Murraya koenigii Linn. (Rutaceae)  Malviya i sur., 2010 
Antioksidativno  
Pojačavanje antioksidacijske 
funkcije i uklanjanje slobodnih 
radikala 
trans-tilirozid Rosa canina (Rosaceae) Hosein i sur., 2015 
Prevencija oštećenja 
prouzročenih slobodnim 
radikalima kisika te povećanje 
iskorištavanja glukoze 
 n. s. 
Catharanthus roseus Linn. 
(Apocyaceae)  
Malviya i sur., 2010 
Enzimima GPx, GST, SOD i 
CAT te neenzimatski putem GSH 
 n. s. Punica granatum (Punicaceae) Hosein i sur., 2015 
Inhibicija formiranja lipidnih 
peroksida, reaktivacija 
antioksidacijskih enzima i 
obnova razina GSH-a 
 n. s. 
Momordica charantia L. 
(Cucurbitaceae) 
El-Abhar i Schaalan, 
2014 
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Tablica 1. Primjeri bioloških učinaka biljaka – nastavak 
Učinak Mehanizam djelovanja 
Sastavnice odgovorne 
za učinak 
Biljna vrsta Literatura 
Inhibicija puta 
poliola 
Inhibicija enzima aldoza 
reduktaze 
kolaviron – mješavina 
flavanona 
Garcinia kola Heckel (Clusiaceae) 
Ezuruike i Prieto, 
2014 
metoksi fenil derivati 
Zingiber ofﬁcinale Roscoe 
(Zingiberaceae) 
Ezuruike i Prieto, 
2014 
elagična kiselina i 
izoklorogenska kiselina 
A iz lista 
Ipomoea batatas (L.) Poir. 
(Convolvulacea) 
Ezuruike i Prieto, 
2014 
Inhibicija 
formiranja 
glikolizirag 
proteina 
 n. s. galna kiselina Lawsonia inermis L. (Lythraceae) 
Ezuruike i Prieto, 
2014 
n. s. – nije specificirano 
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 Antioksidansi mogu inhibirati djelovanje slobodnih radikala kroz nekoliko 
mehanizama, uključujući uništavanje slobodnih radikala, inhibiciju njihova stvaranja te vezanje 
na metale koji stimuliraju proizvodnju slobodnih radikala. Enzimski (superoksid dismutaza, 
katalaza, glutation-peroksidaza, glutation S-transferaza i glutation reduktaza) i neenzimatski 
antioksidanti (reducirani glutation, fenolne kiseline, vitamin C i vitamin E) imaju važnu ulogu 
u smanjenju oksidativnog stresa u organizmu te posljedično razvoju dijabetičkih komplikacija 
(Vinayagam i sur., 2016).  
 Fenolni spojevi ili polifenoli predstavljaju jednu od najbrojnijih skupina sekundarnih 
metabolita bilja. Do danas je poznato više od 8000 struktura. Prirodni polifenoli obuhvaćaju 
sastavnice u rasponu od jednostavnih molekula (fenolne kiseline, flavonoidi) do 
visokopolimeriziranih spojeva (lignani, tanini) (Soobrattee i sur., 2005). Flavonoidi imaju 
brojna ljekovita svojstva. Mnogi među njima pokazali su posjedovanje nekoliko bioloških 
aktivnosti, uključujući antioksidativno, protuupalno, antitumorsko, antialergijsko, 
neuroprotektivno, kardioprotektivno i antimikrobno djelovanje. Antioksidativna svojstva 
flavonoida igraju važnu ulogu u prevenciji i smanjenju oksidativnog stresa. Tako pojedini 
flavonoidi sprječavaju različite procese povezane s oksidacijskim stresom izravnim 
smanjenjem razine intracelularnih slobodnih radikala i / ili reaktivnih vrsta, čime  sprječavaju 
njihov nastanak i posljedična oštećenja drugih biomolekula kao što su lipidi, proteini i DNA. 
Flavonoidi također mogu ometati aktivnost središnjih enzima koji proizvode slobodne radikale, 
kao što je ksantin oksidaza i nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaza (NADPH-
oksidaza) ili inducibilna sintaza dušičnoga kisika (iNOS) te mogu čak modulirati intracelularne 
razine prooksidansa i/ili antioksidacijskih enzima (Catarino i sur., 2014). Imaju sposobnost 
djelovanja na neenzimatske antioksidanse sprječavajući smanjenje razina reducirana glutationa 
ili utjecanjem na povećavanje njegove biosinteze (Singh i Singh, 2012).  
 Fenolne kiseline važna su kategorija fenolnih spojeva koji su univerzalno prisutni u 
bilju. Imaju visoku antioksidativnu sposobnost i sposobnost uklanjanja slobodnih radikala, a 
mogu i inhibirati određene enzime odgovorne za proizvodnju ROS-a. Jedno je od najpoznatijih 
svojstava fenolnih kiselina u metabolizmu ugljikohidrata inhibicija α-glukozidaze, ključnog 
enzima odgovornog za razgradnju kompleksnih ugljikohidrata na glukozu (Vinayagam i sur., 
2016). 
 Mnoge su studije pokazale da oksidativni stres ubrzava razvoj dijabetičkih poremećaja, 
dok antioksidansi iz hrane, poput polifenola, vitamina, minerala i drugih sastavnica, smanjuju 
rizik od razvoja otpornosti na inzulin i dijabetesa tipa 2 (Vinayagam i sur., 2016). Zbog toga 
postoji potreba za pronalaskom pouzdanih biljnih sredstava koja mogu usporiti progresiju 
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dijabetičkih komplikacija. Postoji mnogo ljekovitih biljnih vrsta s antidijabetičkim svojstvima, 
mnoge posjeduju antioksidacijske aktivnosti. One mogu pružiti izvore za razvoj novih lijekova 
korisnih u liječenju dijabetesa i njegovih komplikacija (Rahimi-Madiseh i sur., 2016). 
 
 
1.5. Ispitivane biljne vrste 
 
Achillea millefolium L. (Asteraceae) 
 Stolisnik je višegodišnja biljka visine stabljike od 30 do 80 cm (Slika 1). U proljeće iz 
svijetlosmeđega trajnog podanka rastu široki, prizemni listovi složeni u obliku rozete iz kojih 
zatim izrasta uspravna stabljika. Zelenkasta stabljika okrugla je i glatka te se pri vrhu grana. 
Prizemni svjetliji listovi imaju peteljku, dok gornji tamniji obuhvaćaju stabljiku i naizmjenično 
su izrasli. Listovi su sitno perasti, duguljasti, dužine i do 20 cm (naročito listovi iz rozete), 
dvostruko ili trostruko su rascijepljeni. Različite su dužine, nazubljena ruba, s mlađim listovima 
dlakavijima od starijih. Bijeli ili ružičasto-bijeli cvjetovi skupljeni su u ovalne cvjetne glavice 
promjera do 5 mm. Na kratkoj peteljci glavice sadrže 4 – 5 žućkastobijelih, bijelih, ružičastih 
ili grimiznih jezičastih, ženskih cvjetova i 3 – 20 hermafroditnih, žutih, cjevastih cvjetova. Cvat 
je štitasto građen. Vrijeme cvatnje je od lipnja do rujna. Rasprostranjen je u Europi, Aziji, 
Sjevernoj Americi i Australiji. Raste pojedinačno ili u velikom mnoštvu na livadama i 
pašnjacima, u vrtovima te uz putove i rubove polja kao čest korov (Kuštrak, 2005; Schafner i 
sur., 1999; Willfort, 1974). 
 Zelen stolisnika sadržava 0,2 – 1 % eteričnog ulja vrlo varijabilnog sastava, zatim gorku 
tvar ahilein, flavonoide, fenolkarboksilne kiseline i kumarine. Sadrži seskviterpenske laktone, 
poliacetilene, betaine, inulin te fosfate, nitrate i kalijeve soli. Zahvaljujući visokom sadržaju 
gorkih tvari i eteričnog ulja, stolisnik se u prvom redu ubraja u aromatične gorke droge. Stoga 
se koristi za povećanje apetita, kod gastrointestinalnih teškoća poput upale, grčeva i nadutosti. 
Stolisnik ima protuupalno, spazmolitičko i antimikrobno djelovanje. Studijama na životinjama 
potvrđeno je koleretičko i antitumorsko djelovanje te antihepatotoksično djelovanje vodenog 
ekstrakta kod intoksikacije paracetamolom. Vanjska primjena alkoholnih pripravaka pomaže 
kod kožnih upala i cijeljenja rana. Etanolni ekstrakt djeluje kao repelent za komarce. Vodeni 
ekstrakt i esencijalna ulja imaju antibakterijsko i antifungalno djelovanje (Wichtl, 2004). 
Pretkliničke studije upućuju na to da može imati antiulcerozne, hepatoprotektivne i 
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anksiolitičke aktivnosti. Istraživanja na životinjama također su pokazala da je stolisnik općenito 
siguran i dobro podnošljiv (Applequist i Moerman, 2011). 
 
Artemisia absinthium L. (Asteraceae) 
 Pelin je trajnica svijetlo sive boje, polugrmastog oblika, visine 30 – 100 cm s drvenastim 
donjim dijelovima (Slika 2). Ima razgranatu stabljiku s brojnim mladim sitnim svilasto-
dlakavim izdancima. Listovi na donjem dijelu stabljike imaju kratku peteljku, trostruko su 
perasto razdijeljeni, sivo pustenasti i prekriveni gustim dlačicama. Donji listovi na stabljici 
trostruko su perasti s duguljastim lancetastim dijelovima listova, dok su prema vrhu sve manji 
i jednostavniji. Uzdužno naborana stabljika ima u sredini svijetlu srčiku, dok je izvana sivkasto 
dlakava. Na razgranatim brojnim uspravnim ograncima nalaze se obilno cvatuće cvjetne glavice 
sa sivim dlakavim ovojnim listićima. Cvjetovi su žuti i cjevasti, od kojih vanjski imaju samo 
pestić, dok su unutarnji cvjetići dvospolni. Cvate od srpnja do rujna. Listovi se sabiru prije 
cvatnje, a tijekom cvatnje sabire se čitava biljka. Obično raste na kamenitim i suhim staništima, 
na pustim i neobrađenim mjestima uz putove i rubove šuma. Uzgaja se u vrtovima i 
vinogradima te ne zahtijeva gotovo nikakvu njegu. Razmnožavanje se postiže sjemenom ili 
dijeljenjem starijih grmova. Kao samonikla biljka rasprostranjen je u Aziji, južnoj Europi i 
sjevernoj Africi dok je u Sjedinjene Američke Države i Novi Zeland prenesen (Kuštrak, 2005; 
Schafner i sur., 1999; Willfort, 1974). 
 Pelin sadrži 0,03 – 0,3 % eteričnog ulja bogatog terpenoidnim sastavnicama, nadalje 
gorki glikozid absintin, druge gorke tvari i organske kiseline. Utvrđene su i tvari poput 
karotenoida, flavonoida, fenolnih kiselina i kumarina. Koristi se za poticanje apetita, te kod 
probavnih smetnji poput gastritisa i nadutosti. U tradicionalnoj medicini koristio se kao 
koleretik, antihelmintik te kod amenoreje i dismenoreje. Eterično ulje djeluje kao repelent za 
insekte, a ima i antibakterijska i antifungalna svojstva (Wichtl, 2004). Novija istraživanja 
upućuju na to da bi upotreba pelina mogla biti korisna u terapiji Crohnove bolesti, a potvrđeno 
je i njegovo hepatoprotektivno djelovanje (Lachenmeier, 2010). 
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Slika 1. Achillea millefolium L. 
Flora Croatica Database, http://hirc.botanic.hr/fcd, datum 
pristupanja 27.01.2018., autor Šarić Šemso 
 
Slika 2. Artemisia absinthium L. 
Flora Croatica Database, http://hirc.botanic.hr/fcd, datum 
pristupanja 27.01.2018., autor Semir Maslo 
 
Betula pendula Roth (Betulaceae) 
 Breza je do 26 m visoko drvo s visećim granama i korom stabla koja se najčešće guli u 
vodoravnim trakama (Slika 3). Dok je stablo mlado, bijele je boje, a kako stari, postaje tamnije. 
Listovi su najčešće rombasti, dvostruko pilasti, dugih zašiljenih vrhova te goli kad narastu. Dugi 
su 3 – 7 cm i široki 2 – 4 cm. Donja površina listova nosi male, žućkasto-sive pramenove kose 
na graničnim točkama žila. Gornja je površina tamno zelena, a donja je svjetlije zelena s 
izraženom nervaturom. Ima viseće muške i ženske rese. Krilca na plodu šira su 2 – 3 puta od 
samog ploda. Vrijeme cvatnje je od travnja do svibnja, a listovi se beru od svibnja do sredine 
srpnja. Rasprostranjena je u gotovo cijeloj Europi, zapadnoj Aziji dok se u Sjevernoj Americi 
sadi. Ima vrlo male zahtjeve što se tiče tla i klime, a vrlo je otporna na niske temperature i sušna 
razdoblja (Schafner i sur., 1999; Wichtl, 2004; Willfort, 1974). 
 Lišće breze sadrži oko 3 % flavonoida s najzastupljenijima hiperozidom i avikularinom. 
Sadržaj je veći u mlađim listovima. Također sadrže fenolne kiseline, triterpene, malo eteričnog 
ulja, vitamin C te mineralne tvari poput soli kalija. Smatra se da zbog visokog sadržaja 
flavonoida djeluje kao diuretik, te se koristi kod bakterijskih i upalnih tegoba urinarnog trakta 
poput pijelonefritisa, uretritisa i cistitisa. U tradicionalnoj medicini koristi se za smanjenje 
simptoma gihta, reumatskih bolesti i gubitka kose (Wichtl, 2004). 
 
Centaurium erythraea Rafn (Gentianaceae) 
 Kičica je jednogodišnja ili dvogodišnja biljka s uspravnom i razgranatom stabljikom 
visine 20 do 50 cm (Slika 4). Stabljika je četvrtasta, gola i šuplja. Listovi se razvijaju u obliku 
rozete i jajolika su oblika, do 5 cm dugi, goli i s kratkom peteljkom. Na stabljici su listovi rijetki, 
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nasuprotni i sjedeći, jajolika do duguljasta oblika, cijela ruba i s 3 – 5 žila. Cvjetovi se razvijaju 
u pazušcima listova na vrhu stabljike i ogranka, ljevkasta su oblika i ružičasto-crvene boje. 
Nalaze se u paštitastim cvatovima i otvoreni su samo za lijepa i sunčana vremena kada je 
najmanje 20 ˚C. Prašnici se nakon cvatnje karakteristično savijaju u spiralu. Cvate od lipnja do 
rujna. Raste gotovo po cijeloj Europi, sjevernoj Africi, zapadnoj Aziji (Iran) te je prenesena u 
Sjevernu Ameriku. Kičica uspijeva na šumskim livadama i šumskim čistinama, pogoduje joj 
vapnenasto, ilovasto i toplo tlo, no prilagođava se i drugim uvjetima staništa, čak i močvarnom 
tlu (Kuštrak, 2005; Schafner i sur., 1999; Willfort, 1974).  
 Najvažnija ljekovita tvar kičice je gorki glikozid eritrocentaurin, a u manjim količinama 
kičica sadržava i eterično ulje, triterpene, fitosterole, flavonoide, fenolne kiseline te alkaloide. 
Upotrebljava se kao gorka tvar za povećanje apetita. Posebno je ljekovita u terapiji želučanih 
tegoba gdje utječe na pojačavanje izlučivanja želučanih sokova. Ima dugu tradiciju korištenja 
kao roborans i tonik. Vodeni ekstrakti pokazali su protuupalno, analgetsko i antipiretsko 
djelovanje (Wichtl, 2004). 
 
  
Slika 3. Betula pendula Roth                
 
Flora Croatica Database, http://hirc.botanic.hr/fcd, 
datum pristupanja 27.01.2018., autor Semir Maslo 
Slika 4. Centaurium erythraea Rafn 
Flora Croatica Database, http://hirc.botanic.hr/fcd, datum pristupanja 27.01.2018., 
autor Šarić Šemso 
 
 
Morus alba L. (Moraceae) 
 Bijeli dud ima jednobojno, listopadno i 8 do 15 m visoko stablo s gustom lisnatom 
krunom i tamnom sivo-smeđom korom. Listovi su zeleni, djelomično dlakavi (Slika 5). Muške 
su rese duge od 10 do 20 mm s cvijećem. Muški su cvjetovi dugi 2,5 mm, a ženski su jajoliki, 
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duljine od 5 do 10 mm. Žensko je cvijeće dugo ili nešto veće od muških cvjetova. Plodovi su 
tamnozeleni, jestivi, ovalni i do 2,2 cm dugi (Abbasi i sur., 2013). 
 Lišće sadrži prosječno 6,0 – 6,9 % proteina u svježem stanju, aminokiseline, masti i 
masne kiseline, vitamine i sterole. Također sadrži nekoliko minerala (kalcij, fosfor, mangan, 
željezo, bakar, cink). Uzgaja se najviše zbog lišća koje služi kao hrana gusjenicama svilenog 
prelca. Lišće se također koristi kao stočna hrana te se jede kao povrće (Srivastava i sur., 2003). 
Pokazalo se učinkovitim u snižavanju arterijskog tlaka, a također služi za liječenje upale grla. 
Nadalje, vodeni i alkalni ekstrakt lišća duda djeluje protiv gram-pozitivnih bakterija i kvasaca 
(Soni i sur., 2009). 
 
Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae) 
 Grah je jednogodišnja zeljasta biljka (Slika 6). Ovisno je li niska ili visoka sorta, naraste 
od 50 do 300 cm. Listovi su trodijelni. Cvat je kraći od lisne peteljke s bijelim, ružičastim ili 
ljubičastim cvjetovima. Mahuna je glatka i duga 10 – 20 cm, žućkasto-bijele boje. Sastoji se od 
djelomično kovrčavih, tankih komada do 15 cm dugih i odvojenih od sjemena. Cvate od srpnja 
do kolovoza. Rasprostranjena je prvobitno u Srednjoj i Južnoj Americi, vjerojatno kao 
kultivirani oblik (Schafner i sur., 1999; Wichtl, 2004). 
 Ljuske graha sadrže šećere, aminokiseline, hemicelulozu, mineralne tvari te krom. 
Koristi se kao diuretik i antidijabetik (Wichtl, 2004). Različiti ekstrakti P. vulgaris pokazali su 
analgetsko, antibakterijsko, antikancerogeno, protuupalno, hepatoprotektivno te 
hipolipidemijsko djelovanje (Saleem i sur., 2016). 
 
 
  
Slika 5. Morus alba L. 
 
Flora Croatica Database, http://hirc.botanic.hr/fcd, datum pristupanja 
27.01.2018., autor Semir Maslo 
Slika 6. Phaseolus vulgaris L. 
Flora Croatica Database, http://hirc.botanic.hr/fcd, datum 
pristupanja 27.01.2018., autor Šarić Šemso 
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Salvia officinalis L. (Lamiaceae) 
 Kadulja je višegodišnji polugrm visine 30 – 100 cm s drvenastom stabljikom i jakim 
korijenom (Slika 7). Donji dio stabljike je drvenast, a gornji zeljast. Čvrsti i debeli listovi su 
uski, eliptični, naborani i na dugoj peteljci nasuprotno poredani. Cijela biljka pokrivena je 
gustim dlakama zbog kojih je sivo-zelene do srebrnaste boje. Ljubičasti, rijetko ružičasti ili 
bijeli cvjetovi razvijaju se u prividnim klasovima na vrhu ogranaka. Cvjetovi imaju 1,7 – 3 cm 
dug vjenčić s dva prašnika. Cvate od svibnja do srpnja. Plod je kalavac koji se raspada u četiri 
oraščića. Rasprostranjena je u južnoj Europi kao samonikla, dok se u srednjoj Europi u toplijim 
krajevima uzgaja ili je samonikla. Kao samonikla biljka pokriva prostrane površine krša našeg 
priobalja i otoka. Raste između razdrobljena kamenja među kojima zemlju crljenicu veže 
drvenastim korijenjem i štiti od raznošenja burom. Prilikom sabiranja ne smije se čupati s 
korijenom jer stvara osnove za pošumljavanje krša (Kuštrak, 2005; Schafner i sur., 1999; 
Willfort, 1974). 
 Sadrži 1 – 2,5 % eteričnog ulja koje se sastoji većinom od monoterpena s visokim 
sadržajem tujona te seskviterpena. Droga sadrži 1 – 3 % flavonoida, tanine i gorke tvari. U 
obliku grgljača djeluje protuupalno kod oboljenja grla, usne šupljine i desni. Koristi se kod 
probavnih smetnji, nadutosti, upala crijevne sluznice te proljeva. Također služi za regulaciju 
znojenja jer se smatra da umanjuje pretjerano znojenje, a povećava smanjeno znojenje (Wichtl, 
2004). Nekoliko studija ukazuje na to da kadulja može potencijalno pridonijeti olakšanju ili 
liječenju bolesti kao što su depresija, demencija, pretilost, dijabetes, lupus i tumor te smanjivati 
razne triglicerida i poboljšavati omjer HDL / LDL (Hamidpour i sur., 2014). 
 
Sambucus nigra L. (Caprifoliaceae) 
 Bazga raste kao grm ili drvo visoko 3 do 10 m (Slika 8). Kora stabla je na donjem dijelu 
svijetlosmeđa, dok je prema gore sivo-bijela i pomalo izbrazdana. Drvo okružuje bijela, plutasta 
i vrlo lagana srž. Listovi rastu nasuprotno, nepravilno su perasti s jajolikim, zašiljenim, 
tamnozelenim i pilasto nazubljenim listićima. Cvjetovi su žućkasto-bijeli i sastavljeni u plosnati 
paštitac. Iz cvjetova se razvijaju u početku zelene, zatim smeđe-crne i u stanju zrelosti 
sjajnocrne, sočne bobe. Cvate od svibnja do lipnja.  Rasprostranjena je po cijeloj Europi. Raste 
na rubovima šuma ili u jako svijetlim šumama. Može se naći u blizini naselja i na zapuštenim 
mjestima (Schafner i sur., 1999; Willfort, 1974). 
 Cvjetovi bazge sadrže 0,03 – 0,14 % eteričnog ulja bogata slobodnim masnim 
kiselinama. Zatim sadrže monoterpene, 0,7 – 3,5 % flavonoida (flavonole i njihove glikozide) 
te 5,1 % derivata hidroksicimetnih kiselina, tanine, sluzi te kalijeve soli. U tragovima se može 
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naći sambunigrin, triterpenski alkoholi, triterpenske kiseline te steroli. Podražajno djeluje na 
rad znojnih žlijezda kada se pije što topliji infuz. Čaj od cvjetova bazge koristi se kao stimulator 
bronhijalne sekrecije kod upalnih bolesti dišnih puteva. Koristi se kao korektiv okusa (Wichtl, 
2004). 
 
 
  
Slika 7. Salvia officinalis L. 
 
Flora Croatica Database, http://hirc.botanic.hr/fcd, datum 
pristupanja 27.01.2018., autor Semir Maslo 
Slika 8. Sambucus nigra L. 
 
Flora Croatica Database, http://hirc.botanic.hr/fcd, datum pristupanja 
27.01.2018., autor Semir Maslo 
 
 
Vaccinium myrtillus L. (Ericaceae) 
 Borovnica je nizak, vrlo razgranat trajni grm visine 20 do 50 cm (Slika 9). Ima puzavi 
korijen i žilave, zelene stabljike. Mali listovi dugi su 2 – 3 cm, jajoliki, s kratkom peteljkom, 
na rubu sitno pilasti i s obje strane zeleni. Zelenkasto-ružičasti pojedinačni cvjetovi, okruglasto-
zvonolika oblika smješteni su u pazuhu lista. Plod je crno-modra, okrugla i sočna boba veličine 
graška koja gore završava kružnom udubinom. Borovnica cvate od travnja do lipnja, a vrijeme 
je sazrijevanja plodova od lipnja do kolovoza. Vrlo je rasprostranjena, raste u planinskom i 
brdskom području, gdje pokriva tlo bjelogoričnih i crnogoričnih šuma srednje i sjeverne 
Europe, sjeverne Azije i Sjeverne Amerike. U Hrvatskoj raste na velikoj površini, uglavnom u 
planinskim predjelima. Raste i na nadmorskoj visini većoj od 2000 m (Kuštrak, 2005; Willfort, 
1974). 
 Listovi borovnice sadrže 0,8 – 6,7 % katehinskih trijeslovina, pentahidroksiflavone 
poput glikozida kvercetina, iridoide, alkaloide te fenolne kiseline od kojih naročito klorogensku 
kiselinu. Arbutin i hidrokinon mogu se pronaći u tragovima ili nisu prisutni, dok je zabilježen i 
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relativno visok udio mangana i kroma. Odavno se u pučkoj medicini upotrebljava pri liječenju 
dijabetesa, a djelovanje mu se objašnjava sadržajem kroma ili flavonoida. Upotrebljava se 
eksterno kao adstrigent. Studijama na životinjama potvrđeno je smanjenje razine triglicerida 
prilikom uporabe lista borovnice (Wichtl, 2004). 
 
 
Slika 9. Vaccinium myrtillus L. 
Flora Croatica Database, http://hirc.botanic.hr/fcd, datum pristupanja 27.01.2018., autor Šarić Šemso 
 
 
Slike 1. – 9. odobrene su za korištenje u ovom radu od strane autora.  
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2. OBRAZLOŽENJE TEME 
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 Iako su provedene brojne etnobotaničke studije u susjednim zemljama, 
etnofarmakološka istraživanja u Hrvatskoj još su rijetkost. Imajući na umu rastuću prevalenciju 
dijabetesa u Hrvatskoj i svijetu, cilj je predložena doktorskog rada utvrditi koje se sve biljne 
vrste u hrvatskoj etnomedicini koriste za liječenje dijabetesa. Među njima će biti odabrane one 
čiji antidijabetički potencijal do sada nije prikladno istražen. Nadalje, utvrdit će se sigurnost 
primjene ispitivanih uzoraka s obzirom na količine teških metala u njima, ali i količine kroma, 
metala čiji je nedostatak povezan s pojavom inzulinske rezistencije. Izradit će se etanolni (80 
%) te vodeni ekstrakti odabranih biljnih vrsta, odnosno njihovih organa koji se tradicionalno 
koriste kao antidijabetici. Utvrdit će se i usporediti kemijski sastav priređenih ekstrakata. 
Pritom će posebna pozornost biti posvećena biljnim polifenolima kao čestim nosiocima 
antidijabetičkog djelovanja tradicionalnih biljnih antidijabetika. Potencijal ispitivanih 
ekstrakata u suzbijanju dijabetičkih komplikacija ispitat će se određivanjem njihove 
antioksidativne aktivnosti i utjecaja na razinu glutationa u Hep G2 stanicama u 
hiperglikemijskim uvjetima. Ispitat će se i inhibitorno djelovanje na α-glukozidazu, enzim koji 
sudjeluje u razgradnji disaharida, oligosaharida i polisaharida u tankom crijevu, a time 
neizravno i na razinu šećera u krvi.   
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3. MATERIJALI I METODE 
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3.1. Kemikalije i uređaji 
 
 U ispitivanjima su korištene sljedeće kemikalije: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), 
glukozidaza iz Saccharomyces cerevisiae tipa I, aluminijev klorid heksahidrat, β-karoten, 
ferozin, etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA), ferulična kiselina 99 %, kavena kiselina ≥ 98 
%, kemferol ≥ 97,0 %, Folin-Ciocalteau reagens, klorogenska kiselina ≥ 95 %, krizin 97 %, 
kvercetin dihidrat 98 %, galna kiselina 97 %, p-kumarna kiselina ≥ 98 %, miricetin ≥ 96 %, 
linoleinska kiselina, rutin-hidrat 95 %, ružmarinska kiselina 96 %, sinapična kiselina ≥ 98 %,  
tert-butil-4-hidroksianisol (BHA), vanilinska kiselina ≥ 97,0 % (Sigma-Aldrich, St Louis, 
SAD), hiperozid 98 % i luteolin 98 % (Indofine Chemical Company). Metanol (Lach-ner) bio 
je HPLC čistoće. Ostale kemikalije i otapala bili su p. a. čistoće. 
 U ispitivanjima su korišteni sljedeći uređaji: čitač mikrotitarskih pločica (Awareness 
technology inc., SAD), inkubator (INKO, Zagreb), HPLC (Agilent 1200 serija, Agilent 
Technologies, USA) s autosamplerom i VWD detektorom, mlin za usitnjavanje biljnog 
materijala (UD Corporation, SAD), spektrometar S2 Picofox benchtop TXRF (Bruker Nano 
GmbH, Berlin, Njemačka), spektrometar T70 + UV/Vis (PG InstrumentsLtd., Leicestershire, 
UK) i ultrazvučna kupelj (Bandelin SONOREX® Digital 10 P DK 156 BP, Berlin, Njemačka).  
 
 
3.2. Prikupljanje etnobotaničkih podataka 
 
 Razgovori su provedeni u 9 gradova (Zagreb, Sesvete, Velika Gorica, Slatina, Rijeka, 
Zadar, Šibenik, Trogir i Split) od travnja 2013. do listopada 2016. godine s 26 osoba. Na 
tržnicama u Dubrovniku, Slavonskom Brodu i Vodicama u navedenom razdoblju nisu zatečene 
osobe koje prodaju ljekovito bilje. Obuhvaćeno je ukupno 18 tržnica, dok su se na 15 provodili 
razgovori. Otprilike 33 % stanovništva Hrvatske obuhvaćeno je gradovima u kojima je 
istraživanje provedeno zajedno s gradovima u kojima nije bilo travara. Travarima je na početku 
razgovora, odnosno prije prikupljanja samih podataka, objašnjena pozadina istraživanja te je 
dobiven njihov usmeni pristanak za sudjelovanje u istraživanju. Istraživanje je obuhvaćalo 
pitanja otvorenog i zatvorenog tipa te podatke o socio-demografskim osobinama ispitanika kao 
što su dob, spol; duljina bavljenja travarstvom, podaci o izvoru njihova znanja o biljkama; 
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podaci o kupcima poput spola, dobi i njihove upoznatosti s tegobama zbog kojih su došli; 
preporuke nakon spoznaje da kupci imaju postavljenu dijagnozu šećerne bolesti; ljekovite biljke 
koje bi preporučili, narodni nazivi, organi biljaka koje preporučuju za korištenje, izvor nabave 
biljnog materijala, preporučene načine primjenjivanja u tradicionalnom liječenju dijabetesa. 
Istraživanje se provelo u skladu s etičkim načelima International Society of Ethnobiology (The 
ISE Code of Ethics, 2008). 
 
 
3.3. Biljni material 
  
Materijal biljne vrste A. millefolium dobiven je od travara koji ga je sakupio na planini 
Velebit u Hrvatskoj, dok je ostali biljni materijal kupljen od travara u Gornjim Kolibama u 
Bosni i Hercegovini. U Tablici 2. nalaze se biljne vrste, njihova oznaka u ispitivanju, porodica, 
narodna imena i dijelovi bilja koji su korišteni u ispitivanjima. Identitet biljnog materijala za 
vrste Achillea millefolium, Artemisia absinthium, Betula pendula, Centaurium erythraea, 
Salvia officinalis i Sambucus nigra provjeren je prema monografijama 8. izdanja europske 
farmakopeje (Eur. Ph. 8,0, 2013). Vrste koje nisu oficinalne u farmakopeji identificirane su 
prema prikladnim znanstvenim studijama. List biljne vrste Morus alba identificiran je prema 
(Abbasi et al., 2013), dok je list biljne vrste Vaccinium myrtillus identificiran prema 
(Ponikierska et al., 2004; Wichtl, 2004).  
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Tablica 2. Biljne vrste korištene u ispitivanju 
Oznaka u 
ispitivanju* 
Biljna vrsta Porodica 
Hrvatski 
naziv 
Dijelovi biljke 
AM Achillea millefolium Asteraceae Stolisnik 
Nadzemni 
dio/zelen 
AA Artemisia absinthium Asteraceae Pelin 
Nadzemni 
dio/zelen 
BP Betula pendula Betulaceae 
Obična 
breza 
List  
CE Centaurium erythraea Gentianaceae Kičica 
Nadzemni 
dio/zelen 
MA Morus alba Moraceae Bijela murva List 
PV Phaseolus vulgaris Fabaceae Grah Usplođe (ljuska) 
SO Salvia officinalis Lamiaceae Kadulja  List 
SN Sambucus nigra Caprifoliaceae Bazga Cvijet 
VM Vaccinium myrtillus Ericaceae Borovnica List 
*Dodatak oznake E i V odnosi se na etanolne, odnosno vodene ekstrakte. 
 
 
3.4. Priprema ekstrakata 
 
 Osušeni biljni materijal samljeven je u mlinu i prosijan kroz sito veličine od 850 μm. 
Biljni prah (2 g) preliven je s 20 mL prikladnog otapala u Erlenmeyerovoj tikvici od 50 mL. S 
ciljem ekstrakcije hidrofilnih i umjereno lipofilnih sastavnica kao otapala su korišteni voda, 
odnosno 80-postotni etanol. Ekstrakcija je provedena na ultrazvučnoj kupelji u trajanju od 30 
minuta, pri 80 °C (720 W i frekvencija od 35 Hz). Otopine su zatim centrifugirane 30 minuta 
(3400 rpm) te je supernatant prebačen u odmjernu tikvicu. Preostali talog u Erlenmeyerovim 
tikvicama ispran je još dva puta s 10 mL pripadajućeg otapala. Otopine iznad taloga 
centrifugirane su 30 minuta te su međusobno spojene. Etanolni ekstrakti uparavani su na 
rotavaporu na 30 ºC dok su vodeni ekstrakti liofilizirani. 
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3.5. Određivanje metala TXRF metodom 
 
 Metali su određeni metodom potpune refleksije rentgenskih zraka (Total Reflection X-
ray Fluorescence, TXRF). Samljevenu biljnom materijalu (0,3 g) dodano je 15 mL HNO3 (0,14 
M) te je provedena ultrazvučna ekstrakcija na 25 °C tijekom 10 min. U 1000 L ekstrakta 
stavljeno je 10 L standardne otopine itrija koncentracije 1 g/L. Nakon homogenizacije 10 L 
dobivene otopine pipetirano je u središte nesilikonirana nosača od kvarcnog stakla, osušeno je 
u laboratorijskom sušioniku na temperaturi od otprilike 50 °C i stavljeno u TXRF spektometar. 
Vrijeme mjerenja iznosilo je 1000 s. Koncentracija određivanih elemenata određena je prema 
poznatoj količini itrija. 
 
 
3.6. Određivanje ukupnih polifenola 
 
 U ekstraktima je provedeno određivanje polifenolnih spojeva prema modificiranom 
propisu po Singleton i sur. (1998). Stavljeno je 20 µL ekstrakata u jažice mikrotitarske ploče. 
U ekstrakte je zatim dodano 80 µL Folin-Ciocalteau reagensa (prethodno razrijeđenog vodom 
u omjeru 1 : 3) te 80 µL 10-postotne vodene otopine natrijeva karbonata. Količina ukupnih 
polifenola određena je pomoću baždarnoga pravca galne kiseline (0,4 mg/mL). Nakon 1 sata 
inkubacije na sobnoj temperaturi, izmjerena je apsorbancija na 630 nm. Sadržaj ukupnih 
polifenola u ekstraktima određen je na temelju vrijednosti apsorbancija otopina uzoraka te 
baždarna pravca galne kiseline (y=42,226x-0,0614, R²=0,9984). Rezultati su prikazani kao 
ekvivalenti galne kiseline (GE), u miligramima po gramu suhe tvari ekstrakta (mg GE/g). 
 
 
3.7. Određivanje ukupnih flavonoida 
 
 Određivanje flavonoida u ekstraktima provedeno je prema modificiranim literaturnim 
propisima Kumazawa i sur., (2004) te Woisky i Salatino, (1998). U jažice je pipetirano 120 µL 
ekstrakta, zatim je dodano 120 µL 0,2-postotne metanolne otopine AlCl3. Sadržaj flavonoida 
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određen je u ekstraktima pomoću baždarnoga pravca 20-postotne metanolne otopine kvercetin 
dihidrata. Uzorci i standard stajali su 1 sat na sobnoj temperaturi na tamnome mjestu te im je 
zatim izmjerena apsorbancija na 405 nm. Rezultati određivanja prikazani su kao ekvivalenti 
kvercetin dihidrata (QE) u miligramima po gramu suhe tvari ekstrakta (mg QE/g). 
 
 
3.8. Određivanje ukupnih fenolnih kiselina 
 
 Određivanje fenolnih kiselina u ekstraktima provedeno je prema modificiranome 
literaturnom propisu iz Europske farmakopeje (Eur. Ph. 5,0, 2004) za određivanje derivata 
ružmarinske kiseline u listu ružmarina. U jažice mikrotitarske ploče stavljeno je 100 µL 
ekstrakata. Zatim je dodano 50 µL 0,5 M HCl, 50 µL nitrit-molibdat reagensa i 50 µL 8,5-
postotne vodene otopine NaOH. Odmah je izmjerena apsorbancija na 492 nm. Količina ukupnih 
fenolnih kiselina određena je pomoću baždarna pravca kavene kiseline. Rezultati određivanja 
prikazani su kao ekvivalenti kavene kiseline (CAE) u miligramima fenolnih kiselina po gramu 
suhe tvari ekstrakta (mg CAE/g). 
 
 
3.9. HPLC analiza fenolnih kiselina i flavonoida 
 
 Za analizu tekućinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (eng. high 
performance liquid chromatography, HPLC) standardi fenolnih kiselina i flavonoida 
pripremljeni su u koncentraciji od 0,2 mg/mL u metanolu, dok su ekstrakti pripremljeni u 
koncentraciji od 2 mg/mL. Za hidrolizu je u 1 mL otopine ekstrakta dodano 400 μL HCl (6 M). 
Dobivena smjesa grijala se 2 sata u vodenoj kupelji, a zatim filtrirala u volumetrijsku tikvicu 
volumena 5 mL. Precipitat na filtarskom papiru ispran je metanolom i dodan sadržaju tikvice. 
Prije injektiranja otopine standarda i ekstrakta filtrirane su kroz 0,45 μm PTFE filter. Separacija 
je provedena na Zorbax Eclipse XDB-C18 (5 µm, 12.5 mm × 4.6 mm, Agilent) koloni 
opremljenoj s odgovarajućom pretkolonom. Smjesa vode, metanola i mravlje kiseline u omjeru 
93 : 5 : 2 (V/V/V) i 3 : 95 : 2 (V/V/V) korišteni su kao pokretna faza A, odnosno B. Razdvajanje 
je provedeno pri 40 °C prema sljedećem protokolu: 0 minuta 20 % B, 10 minuta 40 % B i 35 
38 
 
minuta 50 % B. Brzina protoka bila je 1,0 mL/min. Primijenjeni volumen bio je 10 μL ili 80 μL 
za nehidrolizirane ili hidrolizirane uzorke. Identifikacija se temeljila na usporedbi retencijskog 
volumena uzorka i standarda te na usporedbi kromatograma ponovljenih ispitivanja u kojima 
je apliciran u određenoj količini uvećan sadržaj uzorka. Komponente su kvantificirane prema 
kalibracijskim krivuljama pri 270 nm (galna kiselina, vanilinska kiselina, luteolin, rutin-hidrat, 
miricetin, hiperozid, krizin, kemferol) ili 320 nm (klorogenska kiselina, kavena kiselina, 
ružmarinska kiselina, kvercetin dihidrat, p-kumarna kiselina, ferulična kiselina, sinapična 
kiselina). Granica detekcije (LOD) i granice kvantifikacije (LOQ) određene su prema literaturi 
Ermer i McB. Miller (2005). 
 
LOD
LOQ
 =  
SD
b
 ×  F 
 
gdje je: 
- SD standardna devijacija regresijskog pravca 
- b nagib regresijskog pravca 
- F faktor 3,3 za LOD i 10 za LOQ. 
 
 
3.10. Određivanje antiradikalne aktivnosti 
 
 Određivanje antiradikalne aktivnosti provedeno je prema modificiranom literaturnom 
propisu prema radu Yen i Chen (1995). U jažice mikrotitarske pločice pipetirano je 120 µL 
uzorka. Zatim je dodano 120 µL metanolne otopine DPPH-a koncentracije 0,21 mg/mL. 
Negativna kontrola sastojala se od 120 µL metanola i iste količine DPPH-a. Pozitivna kontrola 
bila je metanolna otopina BHA. Nakon stajanja 30 minuta na tamnom mjestu pri sobnoj 
temperaturi, izmjerena je apsorbancija na 545 nm.  
 Moć hvatanja slobodnih radikala (eng. Radical scavenging activity, RSA) izračunata je 
kao omjer smanjenja apsorbancije otopine DPPH-a nakon dodatka otopine uzorka i 
apsorbancije otopine DPPH-a kojoj nije dodana otopina uzorka, prema formuli (1): 
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RSA =  
AD − AU
AD
 ×  100     (1) 
           
gdje je: 
– AU apsorbancija otopine DPPH-a nakon dodatka otopine uzorka 
– AD apsorbancija otopine DPPH-a kojoj nije dodana otopina uzorka (negativna kontrola). 
Rezultati su prikazani kao EC50, vrijednost koja označava količinu ekstrakta koja hvata 50 % 
slobodnih radikala DPPH-a prisutnih u otopini. 
 
 
3.11. Određivanje kelirajuće aktivnosti 
 
 Određivanje kelirajuće aktivnosti u ekstraktima provedeno je prema modificiranom 
literaturnom propisu Decker i Welch (1990). U jažice je pipetirano 130 µL ekstrakta te 50 µL 
metanolne otopine FeSO4 (0,25 mmol/L). Nakon pet minuta, reakcija je pokrenuta dodatkom 
50 µL otopine ferozina koncentracije 1 mmol/L. Negativna kontrola sadržavala je metanol 
umjesto ekstrakta. Kao pozitivna kontrola korištena je metanolna otopina EDTA-e. Nakon deset 
minuta stajanja na tamnome mjestu pri sobnoj temperaturi, izmjerena je apsorbancija na 545 
nm. Kelirajuća aktivnost (KA) izražena je u postotcima inhibicije prema formuli (2): 
 
KA =  
A0  −  A1
A0
 ×  100     (2) 
 
gdje je: 
– A0  apsorbancija negativne kontrole  
– A1  apsorbancija u prisutnosti uzorka. 
Rezultati su prikazani kao EC50, vrijednost koja označava količinu ekstrakta koja kelira 50 % 
iona željeza prisutnih u otopini. 
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3.12. β-karoten linoleatna analiza 
 
 Ispitivanje je provedeno prema modificiranom literaturnom propisu po Amarowiczu 
(Amarowicz i sur., 2004). 
U tikvicu okrugla dna stavljeno je 0,006 g ß-karotena otopljena u 4 mL kloroforma. 
Zatim je dodano 0,27 g Tweena 40, a kloroform je uklonjen pomoću rotavapora u hladnoj 
kupelji. U tikvicu je dodano 33,4 μL linoleinske kiseline i 66,7 mL aerirane destilirane vode u 
manjim obrocima uza snažno miješanje. 
Alikvoti od 200 µL ove emulzije preneseni su u jažice koje su sadržavale po 5 µL uzorka 
koncentracije 0,4 µg/µL i 45 µL metanola. Kao pozitivna kontrola korištena je smjesa otopine 
BHA koncentracije 0,4 µg/µL i 200 µL emulzije, dok je za negativnu kontrolu uzeto 5 µL 
Tweena i 45 µL destilirane vode. Jažice su snažno promiješane te je odmah izmjerena 
apsorbancija na 450 nm (t=0). Smjesa je inkubirana pri 50 ºC. Apsorbancija na 450 nm mjerena 
je tijekom 120 min u intervalima od 15 min od trenutka pripreme, odnosno dodatka emulzije (t 
= 0), pa do kraja pokusa (t = 120). 
 Antioksidativna aktivnost (ANT) izračunata je kao postotak inhibicije brzine 
izbjeljivanja β-karotena u odnosu na kontrolu prema jednadžbi: 
 
ANT (%)  =  
Rkontrola  −  𝑅uzorak
Rkontrola
 ×  100     (3) 
 
 
 
gdje je: 
– Rkontrola  prosječna brzina izbjeljivanja β-karotena u emulziji bez antioksidansa (negativna 
kontrola) 
– Ruzorak  prosječna brzina izbjeljivanja β-karotena u emulziji s biljnim ekstraktom. 
 
 
 
 
41 
 
3.13. Ispitivanje inhibitornog učinka ekstrakata na α-glukozidazu 
 
 Inhibicija α-glukozidaze određena je prema metodi opisanoj u radu Tiwari i sur. (2011) 
uz manje modifikacije. 100 μL uzoraka otopljenih u 10 % DMSO-a (4, 2, 1 i 0,5 mg/mL 
otopine) inkubiralo se s 50 μL α-glukozidaze (1,0 U/mL otopljena u 0.1 M fosfatnom puferu, 
pH 6.8) tijekom 10 minuta na 37 °C. Nakon toga u reakcijsku smjesu dodano je 50 μL supstrata 
(5 mM p-nitrofenil-α-D-glukopiranozid pripremljen u istom puferu) i otpuštanje p-nitrofenola 
mjereno je na 405 nm spektrofotometrijski nakon 5 minuta inkubacije. Ispravak pozadinske 
apsorbancije proveden je mjerenjem otopine gdje je supstrat zamijenjen s 50 μL pufera. 
Negativna kontrola sadržavala je 100  μL 10-postotnog DMSO-a umjesto uzoraka za testiranje. 
Postotak enzimske inhibicije izračunat je korištenjem jednadžbe (4): 
 
AG =  
𝐴kontrola  −  𝐴uzorak
𝐴kontrola
 ×  100     (4) 
 
gdje je 𝐴kontrola apsorbancija smjese bez ispitivana spoja (ekstrakta) i 𝐴uzorak predstavlja 
apsorbanciju ekstrakta. Kao standardna referenca korištena je akarboza. Primjenom prikladne 
regresijske analize dobiven je EC50 (koncentracija ispitivanog uzorka potrebnog za inhibiciju 
50 % aktivnosti enzima). 
 
 
3.14. Kultura Hep G2 stanica 
 
 Kultura stanica hepatocita humana karcinoma jetre (Hep G2) europske zbirke staničnih 
kultura (ECACC) uzgojene su na minimalno esencijalnom mediju (MEM) obogaćenom 10-
postotnim fetalnim goveđim serumom, 20 IU/mL penicilinom i 20 μg/mL streptomicinom. 
Stanice su uzgajane na 37 °C u vlažnoj atmosferi pod 5 % CO2. Medij je bio osvježen dvaput 
na tjedan. U svrhu istraživanja stanice su uzgojene u 6 jažica i kultivirane 24 sata u 
uobičajenome mediju. Sljedećeg dana medij je usisan i stanice Hep G2 isprane su dvaput s 
medijem bez seruma. Za indukciju hiperglikemijskoga stanja stanice su uzgojene u MEM 
mediju i tretirane s 20 mM glukozom. Za istraživanje učinka ekstrakata u hiperglikemijskim 
uvjetima na Hep G2 stanice, one su tretirane 24 sata s 20 mM glukoze te 0.5 mg/mL (D – 0,5), 
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0,1 mg/mL (D – 0.1), ili 0,05 mg/mL (D – 0,05) ekstraktima. Stanice negativne kontrole (c) 
držane su u MEM mediju koji je sadržavao 5,56 mM glukoze. 
 
 
3.15. Određivanje reducirana glutationa 
 
 Hep G2 stanice su lizirane pomoću ultrasonizacije. Koncentracija GSH-a zatim je 
određena u staničnom lizatu Hep G2 koji je tretiran s 20 mL otopine glukoze i različitih 
koncentracija ekstrakata. U supernatant je dodano 5 % trikloroctene kiseline te je smjesa 
centrifugirana (3000 rpm, 10 min). U supernatant (100 μL) dodani su fosfatni pufer (600 μL, 
0,3 M, pH 7,4) i 2,2-ditiobisinitro benzojeva kiselina (DTNB ili Ellmanov reagens, 50 μL) koja 
je otopljena u istom puferu. Proizvodnja žute 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline mjerena je na 405 
nm. Rezultati su izračunati korištenjem molarnoga ekstinkcijskog koeficijenta produkta (14150 
cm-1M-1). 
 
 
3.16. Statistička analiza 
 
 Pokusi su provedeni u triplikatu. Rezultati su izraženi kao srednja vrijednost  SD. 
Statistička analiza provedena je korištenjem jednofaktorske analize varijance (ANOVA). Za 
usporedbu srednje vrijednosti rezultata uzoraka s kontrolom primijenjen je Dunnettov post-hoc 
test, a za usporedbu među uzorcima korišten je Tukeyjev post-hoc test. Statistički značajnima 
smatrane su vrijednosti P < 0.05. Statistička analiza provedena je korištenjem programa JMP 
V6 (SAS Institute, Cary, NC, USA). 
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4. REZULTATI I RASPRAVA 
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4.1. Prikupljanje etnobotaničkih podataka 
 
 Kako bi se dokumentiralo i sačuvalo znanje o medicinskoj upotrebi bilja, prikupljene su 
informacije o biljnim vrstama i biljnim organima preporučenima isključivo za utjecaj na 
šećernu bolest. Upitnik je proveden među travarima na tržnicama u Hrvatskim gradovima. U 9 
gradova ispitano je 26 prodavača, 9 muškaraca i 17 žena (Tablica 3). Dob ispitanika bila je 
između 20 i 80 godina, pri čemu je prosječna starost 53 godine (20 – 50: 42,3 %, 51 – 80: 57,7 
%). Ispitanici se bave travarstvom u prosjeku 17 godina. Većina travara (16) dolazi na tržnicu 
6 do 7 dana u tjednu. Jedan travar dolazi samo ljeti, dok zimi prodaje bilje kod kuće. Na tržnici 
se zadržavaju u prosjeku gotovo 6 sati. 
 Prodavači su opisali različite načine učenja o bilju: većina njih (49,0 %) stekla je znanje 
o ljekovitim biljkama iz knjiga, 21,6 % od ostalih travara te 17,7 % od rodbine ili poznanika 
(djedovi, roditelji, supružnici, prijatelji ili drugi prodavači). Tako se polovina ispitanika oslanja 
na tradicionalna saznanja, novim saznanjima koristi se 7,7 % travara, dok ih gotovo polovina 
koristi istodobno tradicionalna i nova saznanja. Neki od njih čitaju informacije na internetu iako 
su svjesni da su dostupni tekstovi na hrvatskom jeziku često nepotpuni. Nekoliko travara koji 
se kratko bave travarstvom spomenulo je da su pohađali tečaj organiziran od tvrtke koja se bavi 
prodajom bilja. Uočeno je da postoji velika razlika u znanju među travarima koji se dugo bave 
travarstvom i onih koji su se počeli time baviti prije nekoliko godina. Stariji travari pokazali su 
dodatno znanje o različitim lokalnim imenima, indikacijama, načinu korištenja i staništima 
raznih biljnih vrsta. Gotovo je svima zajedničko poznavanje latinskih imena biljnih vrsta o 
kojima govore. Brojni travari spominju da nikad ne savjetuju osobe s dijabetesom tipa 1 da 
koriste ljekovito bilje za tu dijagnozu. 
 Od svih biljnih vrsta koje imaju u ponudi naveli su da ih uzgajaju 29,8 %, dok 39,0 % 
prikupljaju prodavači, a 31,2 % pomažu prikupljati pomagači. Većina bilja gotovo se uvijek 
sakuplja s istoga područja. Najveći dio bilja (71,9 %) prodaju u razdoblju od mjesec do godinu 
nakon prikupljanja, odnosno do sljedećeg prikupljanja. 
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Tablica 3. Struktura i podaci o radu travara u urbanim dijelovima Hrvatske  
  Postotak (%) 
    
Spol ispitanika    
Muškarci   34,6 
Žene   65,4 
    
Dob ispitanika    
20 – 30 godina   3,8 
31 – 40 godina   15,4 
41 – 50 godina   23,1 
51 – 60 godina   26,9 
61 – 70 godina   23,1 
≥ 71 godina   7,7 
    
Period bavljenja travarstvom     
≤ 10 godina   26,9 
11 – 20 godina   50,0 
21 – 30 godina   15,4 
≥ 31 godina   7,7 
    
Izvori znanja    
Drugi travar   21,6 
Član obitelji   17,7 
Iskustvo prijatelja/poznanika   4,7 
Knjige   49,0 
Internet   7,0 
    
Prevažu li u radu više    
a) tradicionalna saznanja   50,0 
b) nova saznanja   7,7 
c) tradicionalna i nova saznanja   42,3 
    
Broj dana boravka na tržnici u tjednu   5,2 
Zadržavanje na tržnici u danu (h)   5,9 
Koliko često se biljke skupljaju s istih lokacija 
(uvijek – 5, 4, 3, 2, 1 – ne vodim računa) 
 
  3,9 
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Tablica 3. Struktura i podaci o radu travara u urbanim dijelovima Hrvatske – nastavak 
 Postotak (%) 
  
Vrste bilja u ponudi koje su   
a) uzgojene 29,8 
b) ubrane u prirodi od prodavača 39,0 
c) ubrane u prirodi od pomagača 31,2 
    
Koliko dugo prosječno prođe od nabave do prodaje biljke  
Do 1 tjedan 0,8 
Između tjedna i mjeseca 10,7 
Više od mjeseca 36,3 
Više od 6 mjeseci 35,6 
Više od godine 16,6 
  
Dob kupaca    
0 – 20 godina 6,3 
20 – 40 godina 23,2 
40 – 60 godina 33,8 
Više od 60 godina 36,7 
    
Spol kupaca   
Muškarci  44,6 
Žene  55,4 
    
Kupci dolaze   
Najmanje jednom mjesečno  29,4 
Najmanje jednom u godini 48,3 
Novi kupci koje ne poznaje 22,3 
    
Kupci od travara traže proizvode   
a) za dijagnozu zbog koje uzimaju i redovitu terapiju 49,4 
b) za bolesti za koje ne uzimaju nikakvu terapiju iako su zbog nje išli 
liječniku i imaju dijagnozu 
25,0 
c) za oboljenja za koja još nisu posjetili liječnika 25,6 
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 Njihovi korisnici uglavnom su stariji od 40 godina (70,5 %) iako im dolaze i mlađi od 
20 godina (oko 6 %). Iako je većina navela da im podjednako dolaze žene i muškarci, ostali 
ispitanici navode da im u nešto većoj mjeri dolaze žene. Većina kupaca osobe su koje su ih 
posjetile više puta. Oko polovice kupaca koji su došli po savjet zna dijagnozu i uzima lijekove, 
četvrtina njih ne uzima lijekove iako su posjetili liječnika i postavljena im je dijagnoza, a 
četvrtina nije ni posjetila liječnika zbog svojih tegoba. 
 
 
4.2. Biljne vrste preporučene za liječenje šećerne bolesti 
 
 Tijekom razgovora travari su naveli da za liječenje dijabetesa preporučuju 34 biljne 
vrste iz 17 porodica  (Tablica 4). Naveli su bilje koje su imali u vrijeme prodaje, kao i one koje 
nisu uspjeli sakupiti, ali koriste ih za prodaju i znaju da se mogu naći na ovome klimatskom 
području. Najčešće spomenuta porodica bila je Asteraceae (7 vrsta), zatim slijedi Lamiaceae (4 
vrste), dok su porodice Fabaceae, Moraceae i Poaceae zastupljene s 3 biljne vrste. Najčešće 
spomenute ljekovite biljke bile su: U. dioica, P. vulgaris, C. intybus, A. absinthium, V. myrtillus 
i C. erythraea. Ostale ljekovite biljke koje su spomenula najmanje četiri ispitanika bile su T. 
officinale, M. nigra, B. pendula, T. chamaedrys i V. album. 
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Tablica 4. Biljne vrste preporučene za liječenje šećerne bolesti 
Latinsko ime Porodica Narodno ime Organ biljke 
Iz 
prirode 
Uzgojene Učestalost Priprava 
Achillea millefolium L.  Asteraceae Stolisnik nadzemni dio x   3 infuz 
Arctium lappa L.  Asteraceae Čičak korijen, list x   2 infuz, dekokt 
Arctostaphylos uva-ursi 
(L.) Spreng.  
Ericaceae Medvjetka list x   1 infuz 
Artemisia absinthium L.  Asteraceae Pelin nadzemni dio, list x x 9 infuz, dekokt 
Avena sativa L.  Poaceae Zob sjeme   x 2 infuz 
Betula pendula Roth Betulaceae Breza list x   5 infuz, dekokt 
Calendula officinalis Asteraceae Neven cvijet x   2 infuz 
Centaurium erythraea Rafn  Gentianaceae Kičica nadzemni dio x   8 infuz, dekokt 
Cichorium intybus L.  Asteraceae  Cikorija, Vodopija 
korijen, nadzemni 
dio 
x   12 infuz, dekokt 
Cynara cardunculus L.  Asteraceae Artičoka list x x 2 infuz, dekokt 
Equisetum arvense L. Equisetaceae Preslica nadzemni dio x   1 infuz 
Ficus carica L.  Moraceae Smokva list x   1 infuz 
Foeniculum vulgare Mill.  Apiaceae Komorač nadzemni dio   x 1 infuz 
Galega officinalis L.     Fabaceae Ždraljevina nadzemni dio x   1 infuz 
Hordeum vulgare L.  Poaceae Ječam sjeme   x 1 dekokt 
Lathyrus sativus L.  Fabaceae Grah jari sjeme   x 2 
kao kava se 
prži, melje i 
kuha 
Mentha x piperita L. Lamiaceae Metvica nadzemni dio   x 1 infuz 
Morus alba L.  Moraceae Bijeli dud (murva) list x   1 infuz 
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Tablica 4. Biljne vrste preporučene za liječenje šećerne bolesti – nastavak 
Latinsko ime Porodica Narodno ime Organ biljke Iz prirode Uzgojene Učestalost Priprava 
Morus nigra L.  Moraceae Crni dud (murva) list x   6 infuz, dekokt 
Morus sp. Moraceae Murva list x   3 infuz, dekokt 
Olea europaea L. Oleaceae Maslina list   x 1 infuz 
Phaseolus vulgaris L.  Fabaceae Grah ljuska   x 13 infuz, dekokt 
Polygonum aviculare Polygonaceae Troskot nadzemni dio x   1 infuz 
Rosa canina L.  Rosaceae Šipak plod x   1 dekokt 
Salvia officinalis L.  Lamiaceae Kadulja  list x   2 dekokt 
Sambucus nigra L. Caprifoliaceae Bazga cvijet x   2 dekokt 
Taraxacum officinale 
Weber 
Asteraceae Maslačak korijen, list x   7 infuz, dekokt 
Teucrium chamaedrys L.  Lamiaceae Dubčac nadzemni dio x   4 infuz 
Teucrium montanum L.   Lamiaceae Trava Iva cvijet x   2 infuz, dekokt 
Trigonella foenum-
graecum L.  
Fabaceae 
Piskavica, Jarčev 
rog 
sjeme, nadzemni 
dio 
x   3 infuz 
Urtica dioica L.  Urticaceae Kopriva 
korijen, list, 
nadzemni dio 
x x 17 infuz, dekokt 
Vaccinium myrtillus L.  Ericaceae Borovnica list x x 9 infuz 
Veronica officinalis L.  Scrophulariaceae Čestoslavica nadzemni dio x   2 infuz, dekokt 
Viscum album L. Loranthaceae Imela list x   4 
infuz, dekokt, 
macerat 
Zea mays L.  Poaceae Kukuruzna svila njuška cvijeta   x 2 dekokt 
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 Prema Slici 10. listovi (34,15 %) bili su najčešće preporučeni biljni organi, a slijede ih 
korijenje (31,71 %), sjemenke (9,76 %) i cvjetovi (7,32 %), dok su najmanje bili zastupljeni 
ljuska, plod i njuška cvijeta (po 3 % svaki organ). Pretpostavlja se da su listovi najzastupljeniji 
jer su uključeni u fotosintezu i proizvodnju metabolita (Ghorbani, 2005).  
 Bilje koje travari imaju u prodaji uglavnom je sakupljeno u prirodi, dok iz uzgoja imaju 
manje količine. Travari prikupljaju količine koje mogu prodati do sljedećeg branja ili manje 
ako ne mogu naći željene količine bilja. Oni s dugogodišnjim iskustvom znaju količinu koja se 
može prodati u razdoblju do sljedeće sezone branja. Većina travara imala je bilje u obliku 
mješavine u plastičnim vrećicama označenim narodnim imenom i binarnom nomenklaturom. 
Čajne mješavine koje sadrže imenovane biljne vrste kao biljne dijelove u smjesama, čine 
identifikaciju vrlo izazovnom. Kada je to moguće, ljekovito bilje koje su spomenuli ispitanici 
identificirali su ispitivači. U slučajevima kada bilje nije bilo prisutno na tržnici u trenutku 
razgovora ili kada je identifikacija u smjesi bila nemoguća, bilje je identificirano binarnom 
nomenklaturom kao i narodnim imenima (http://hirc.botanic.hr/fcd, 2013). U slučaju bilo kakve 
nedoumice travar je ponovno kontaktiran, a identifikacija je potvrđena pomoću slike.  
 
 
 
Slika 10. Učestalost preporuke pojedinih biljnih organa od ispitanika. 
 
 Gotovo sve ljekovito bilje bilo je preporučeno uzimati u obliku čaja. Najčešći 
preporučeni način pripremanja bio je infuz. Rezultati ispitivanja pokazuju da je 19 vrsta (55,88 
%) navedeno da se može koristiti odvojeno ili zajedno s drugim biljnim vrstama (u 
mješavinama), dok je za 14 biljnih vrsta (41,18 %) preporučeno korištenje u mješavinama. 
Mogući je razlog taj da interakcije između različitih vrsta u mješavinama poboljšavaju 
terapeutsko djelovanje i smanjuju toksičnost ili štetne učinke nekih biljnih vrsta (Leitão i sur., 
2013). Samo jednu vrstu, L. sativus, nije preporučeno koristiti u mješavini, nego isključivo 
samostalno. Njezin je način pripreme drukčiji od svih ostalih biljnih vrsta: poput pripreme kave, 
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prži se te zatim melje i kuha. Četiri travara preporučuju individualnu upotrebu bilja, 3 travara 
preporučuju korištenje bilja zasebno ili u smjesama, a ostatak njih preporučuje mješavine. 
Uputa pojedinih travara priprema je veće količine (oko 1 litre) čaja ujutro i pijenje tijekom dana, 
dok drugi preporučuju svježu pripremu prije upotrebe i konzumaciju 2 do 3 šalice dnevno 
pripremljene s jednom čajnom žlicom bilja. Navedeno otapalo u receptu uvijek je voda, a 
pripravak se uzima oralno u redovitim razmacima. 
 
 
4.3. Određivanje metala TXRF metodom 
 
 Uzimanje različitih elemenata kroz korijenski sustav iz tla ovisi o pojedinoj biljnoj vrsti, 
botaničkoj strukturi specifična tkiva, tipu tla i elementu. Osim toga, mikroelementi mogu ući u 
biljku iz vanjskog okoliša (Ražić i sur., 2005). Dobro je poznato da neki elementi ovisno o 
koncentraciji mogu igrati različite uloge u razvoju i životu biljne vrste (Imbrea i sur., 2016; 
Król i sur., 2016; Ražić i sur., 2005). Istodobno, mikronutrienti su esencijalne hranjive tvari 
koje ljudsko tijelo zahtijeva svakodnevno u tragovima ili malim količinama da bi ispravno 
funkcioniralo (Siddiqui i sur., 2014). 
 Iako su ispitanici u etnobotaničkom dijelu istraživanja navodili da su mjesta sakupljanja 
bilja bila daleko od prometnica, s obzirom na dob pojedinih ispitanika te činjenicu da su imali 
pomagače koji nisu bili pod njihovim nadzorom, nije isključena mogućnost ponude bilja ubrana 
uz manje korištene prometnice. U literaturi su zabilježena ispitivanja sadržaja pojedinih 
elemenata u biljnim vrstama obuhvaćenima ovim istraživanjem provedenim s ciljem ispitivanja 
potencijalne toksičnosti za čovjeka (Dghaim i sur., 2015; Salamon i sur., 2015) ili određivanja 
razine zagađenosti okoliša (Brudzińska-Kosior i sur., 2012). U ovom je radu korištena ukupna 
rendgenska fluorescentna analiza za istodobno analiziranje više elemenata u biljnom ekstraktu 
da bi se istražila sigurnost biljnog materijala korištenog u ovoj studiji. Rezultati su prikazani u 
Tablici 5., a izraženi su u mg metala po kg biljne vrste. Analizirani su metali koji bi mogli 
utjecati na tijek dijabetičkih promjena bilo povećanjem ulaska glukoze u stanice ili 
sprječavanjem razvoja dijabetičkih komplikacija, te teški metali koji bi mogli pokazati štetno 
djelovanje na organizam i tako pridonijeti narušavanju zdravlja dijabetičkih pacijenata. 
 Krom (Cr) je element u tragovima uključen u metabolizam ugljikohidrata, lipida i 
proteina uglavnom povećanjem učinkovitosti inzulina. Nedostatak kroma utječe na održavanje 
normalne tolerancije glukoze i razina lipida. Postoji više teorija o mehanizmu djelovanja, no 
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najprihvaćenija uključuje oligopeptid koji veže krom, nazvan kromodulin. Ima sposobnost 
vezati četiri atoma kroma i samo u tom obliku pokazuje svoju punu biološku aktivnost. Prisutan 
je u citoplazmi i jezgri stanica osjetljivih na inzulin u neaktivnu obliku. Nakon vezanja inzulina 
se aktivira, što dalje dovodi do aktivacije ATP-ovisne protonske pumpe, smanjenja pH-a, 
oslobađanja kroma od transferina i njegovo vezanje na kromodulin. Nakon vezanja četiriju 
atoma kroma, molekula kromodulina pretvara se u biološki aktivan oblik koji se veže na β-
podjedinicu inzulinskog receptora, prethodno aktivirana hormonom, što rezultira aktivacijom 
receptorske tirozinske kinaze i pojačanja signala inzulina (Lewicki i sur., 2014). Krom je 
pronađen u ovom radu samo u uzorku biljne vrste A. absinthium. 
 Magnezij (Mg)  je kofaktor u više od 300 enzimskih reakcija, a važan je za električnu 
stabilnost stanica, održavanje integriteta membrane, kontrakcije mišića, provođenje živčanog 
sustava i vaskularni tonus. Nedostatak je povezan s brojnim kliničkim poremećajima, 
uključujući inzulinsku rezistenciju, dijabetes tipa 2, hipertenziju i kardiovaskularnu bolest. 
Istraživanja su pokazala da je razina magnezija u plazmi obrnuto proporcionalna osjetljivosti 
na inzulin u odraslih osoba te s tjelesnom masom djece. Parenteralni dodatak magnezija 
poboljšava osjetljivost na inzulin kao i izlučivanje inzulina u bolesnika s dijabetesom tipa 2. 
Nadalje, objavljeno je da oralna primjena magnezija (u vidu otopine magnezijeva klorida) 
povisuje razine magnezija u serumu i poboljšava osjetljivost na inzulin u bolesnika s 
dijabetesom tipa 2 (Evans i Bahng, 2000). 
 Cink (Zn) je još jedan važan mineral u ljudskoj prehrani. Sa širokim rasponom bioloških 
funkcija sudjeluje u radu više od 200 enzima. Interakcija cinka s inzulinom izaziva 
konformacijske promjene i pojačava vezanje na inzulinski receptor. Cinkovi ioni posjeduju 
inzulinsko-mimetičku aktivnost, pretpostavlja se kroz sposobnost inhibiranja proteinskih 
tirozin fosfataza. Cink je kofaktor nekoliko ključnih enzima vezanih uz metabolizam glukoze. 
Aktivator je fruktoza-1-6-bisfosfat aldolaze i inhibitor fruktoza-1-6-bifosfataze. Također može 
djelovati antioksidativno, te je kofaktor u bakar/cink superoksid dismutazi, glavnom 
antioksidacijskom enzimu (Evans i Bahng, 2000). 
 Mangan (Mn) igra važnu ulogu u brojnim fiziološkim procesima kao sastavnim 
dijelovima nekih enzima kao što su piruvatna karboksilaza i arginaza te aktivatora različitih 
enzima poput fosfoenolpiruvatne karboksinaze i glutaminske sintetaze. Ovi enzimi aktivirani 
manganom igraju važnu ulogu u metabolizmu ugljikohidrata, aminokiselina i kolesterola. 
Mangan pomaže u metabolizmu glukoze i potreban je za normalnu sintezu te izlučivanje 
inzulina (Siddiqui i sur., 2014).  
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 Bakar (Cu) može imati dvostruku ulogu, smatra se snažnim katalizatorom enzima i 
opasnim reagensom koji stvara hidroksilni radikal. Nedostatak bakra dovodi do netolerancije 
glukoze, smanjena odgovora na inzulin i povećana odgovora na glukozu. Povezan je s 
hiperkolesterolemijom i aterosklerozom (Siddiqui i sur., 2014).  
 S obzirom na to da se pripravci kupljeni kod travara koriste u dozi do 3 žličice dnevno, 
važno je istaknuti da se svi metali koji su analizirani u ispitivanim uzorcima nalaze ispod 
maksimalne dozvoljene dnevne doze (www.efsa.europa.eu, 2015; apps.who.int, 
www.efsa.europa.eu, 2017) bez obzira na to koriste li se u smjesi ili pojedinačno. Iako je broj 
uzoraka bilo premali za detaljnu statističku analizu, može se uočiti da su najbogatije 
magnezijem bile ljuske graha, dok su zeleni i cvjetovi općenito sadržavali veću količinu cinka 
i bakra od ostalih uzoraka. List borovnice bio je izrazito bogat manganom no sadržaj tog metala 
je još uvijek bio ispod maksimalno dozvoljene dnevne doze. Sadržaj olova, nikla i arsena je 
općenito bio nizak, s tim da je najveću količinu olova sadržavao stolisnik, nikla ljuske graha, 
dok je sadržaj arsena najveći bio u listu breze. 
 Metali potencijalno štetni za ljudsko zdravlje dugo se zadržavaju u tlu i mogu se prenijeti 
u hranidbeni lanac u znatnim količinama, pri čemu teški metali zbog toksičnih posljedica za 
okoliš i visoka kapaciteta akumuliranja predstavljaju jedan od najvažnijih suvremenih 
ekoloških problema (Salamon i sur., 2015). 
 Među proučavanim metalima olovo (Pb) najpoznatiji je toksični zagađivač okoliša. 
Reagira ili stvara komplekse s mnogim biomolekulama te nepovoljno utječe na reproduktivne, 
živčane, gastrointestinalne, imunološke, bubrežne, kardiovaskularne, skeletne i mišićne 
sustave, kao i razvojne procese (Krejpcio i sur., 2007). Prema smjernicama (apps.who.int) 
dopušteni je sadržaj olova u biljnim lijekovima i proizvodima 10 mg/kg. Sadržaj olova u 
ispitivanim uzorcima kretao se od 0,3 do 1,6 mg/kg.  
 Arsen (As) široko je rasprostranjen u prirodi i uglavnom se transportira vodom. Može 
se naći u anorganskim i organskim, mnogo manje toksičnima, oblicima u okolišu. Izvori 
izloženosti arsenu uključuju zrak, vodu za piće i hranu. Utvrđeno je da je karcenogen te povezan 
s drugim bolestima kao što su vaskularna i srčana oboljenja. Neke su epidemiološke studije 
pokazale da je izloženost arsenu povezana s povećanim rizikom od razvoja dijabetesa (Sung i 
sur., 2015). 
 Kao teški metal, nikal (Ni) široko je rasprostranjen u okolišu. Izloženost niklu ostvaruje 
se kroz zrak, hranu i pitku vodu. Do danas je uglavnom nejasno je li izloženost niklu povezana 
s rizikom od razvoja dijabetesa u ljudi. Nekoliko studija na životinjama pokazalo je da 
izloženost niklu može izazvati hiperglikemiju, vjerojatno zbog njegovih učinaka u promicanju 
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jetrene glikolize i otpuštanja glukagona gušterače te smanjenja perifernog iskorištavanja 
glukoze. Međutim, dokazi iz humanih studija ograničeni su te se još istražuju navodi da je 
povećana koncentracija nikla u urinu povezana s povišenom prevalencijom dijabetesa tipa 2 u 
ljudi (Liu i sur., 2015). 
 Poznato je da određeni elementi, osobito Zn, Cu i Mn imaju ključnu ulogu u raznim 
biokemijskim redoks-reakcijama kao katalitičkim centrima različitih enzima. Stoga su Król i 
sur. (2016) ispitivali djelovanje ekstrakta M. alba na dijabetes u štakora i pronašli da veće 
količine Cu (12,49 mg/kg) te znatno veće količine Zn (45,00 mg/kg) u ekstraktu od pronađenog 
u ovom radu nisu smanjile sposobnost polifenola M. alba da keliraju Cu te povoljno utječu na 
dijabetes. 
 Sadržaj elemenata u bilju koje je dostupno u travara ispitivalo se i prije. Tako su na 
tržnicama Srbije Ražić i sur. (2005) ispitivali biljne vrste među kojima su se nalazile A. 
absinthium, A. millefolium, S. officinalis i P. vulgaris. U svim biljnim vrstama sadržaj Mn bio 
je veći od koncentracija određenih u ovom radu dok je sadržaj Cu i Zn bio niži, s izuzetkom S. 
officinalis koja je u navedenom radu imala više Zn. Također je ispitivan sadržaj Cu i Zn u biljci 
A. millefolium (Malinowska i Jankowski, 2017) s tri različita područja s obzirom na sadržaj 
vlage u tlu i dobiveni su rezultati u skladu s rezultatima u ovom radu (Cu 9,99 mg/kg, Zn 25,98 
mg/kg). 
 U radu Brudzińska-Kosior i sur. (2012) ispitivan je sadržaj Mg i Cr u C. erythraea s 31 
lokaliteta u Poljskoj te su zabilježene količine elemenata znatno veće od rezultata u ovom radu. 
Nadalje, Brudzińska-Kosior navodi da je C. erythraea sposobna akumulirati povišene razine 
metala, stoga je neophodno oprezno odabrati mjesta za prikupljanje ove vrste da bi se izbjegao 
povećan unos metala u prehrambeni lanac, a ove mjere predostrožnosti posebno su važne kada 
se biljka koristi u većim količinama. 
  Zbog njihove toksičnosti, posebna pozornost posvećena je sadržaju metala As, Cu, Ni 
i Pb koji je u ekstraktu V. myrtillus bio mnogo niži nego što je propisano zakonom za dodatke 
prehrani i značajno niži od dobivenoga sadržaja u ispitivanju u Poljskoj (Kandziora-Ciupa i 
sur., 2013). U literaturi je zabilježeno da list V. myrtillus sadrži Cr (Wichtl, 2004), no isti nije 
pronađen u ovom radu, što je u skladu sa studijom provedenom u sjevernoj Europi (Reimann i 
sur., 2001). Određeni autori smatraju da je upravo krom odgovoran za antidijabetički učinak 
lista V. myrtillus (Wichtl, 2004),  no s obzirom na to da nije prisutan u biljkama sa svih staništa, 
ne može mu se sa sigurnošću pripisivati glavna odgovornost za učinak svih primjeraka V. 
myrtillus. Da se toksični Pb može naći na tržnicama, pokazao je Dghaim i sur. (2015) u S. 
officinalis na tržnicama Ujedinjenih Arapskih Emirata, gdje je sadržaj Pb bio veći od 
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dopuštenoga prema smjernicama Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) (apps.who.int), a 
ujedno je 64 % uzoraka s tržnice sadržavalo veći sadržaj Pb od dopuštenoga prema istim 
smjernicama. Sigurnije količine Pb i Ni u Slovačkoj su pronašli Salamon i sur. (2015) u 
cvjetovima S. nigra,  gdje je bila visoka, iako još u prihvatljivim granicama razina Ni (2,79 
mg/kg), dok je Pb bio prisutan u mnogo nižoj količini od dopuštene granične vrijednosti. 
Provjeravanje utjecaja blizine prometnica i staništa bilja sa sadržajem metala provedeno je u 
Poljskoj te je u listu B. pendula (Kosiorek i sur., 2016) pronađen Cr, dok je Cu, Pb i Ni 
potvrđeno šest puta manje, a Mn i Zn više nego u ovom radu. Kosiorek i sur. (2016) pokazali 
su da postoji poveznica između većeg sadržaja pojedinih metala u biljkama prikupljenima blizu 
urbana područja ili prometne ceste u uzorcima, za razliku od sakupljenih uz manje prometna 
područja.  
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Tablica 5. Sadržaj elemenata u uzorcima 
  Cr Mg Zn Mn Cu Pb Ni As 
 (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) 
AA 0,5 ± 0,1 205 ± 80 31,85 ± 0,15 28,4 ± 0,2 25,15 ± 0,1 1,55 ± 0,05 1,95 ± 0,05 0,8 ± 0,05 
AM n. d. 655 ± 90 21,4 ± 0,1 24,55 ± 0,2 11 ± 0,1 0,75 ± 0,05 0,6 ± 0,05 1,05 ± 0,05 
BP n. d. 545 ± 80 19,8 ± 0,1 24 ± 0,2 6,85 ± 0,1 0,95 ± 0,05 0,65 ± 0,05 3,3 ± 0,05 
CE n. d. 295 ± 80 29,52 ± 1,25 37,05 ± 2,25 13,59 ± 1 0,44 ± 4,25 3,13 ± 0,07 1,31 ± 4 
MA n. d. 795 ± 110 14,35 ± 0,1 9,5 ± 0,15 5,6 ± 0,1 0,8 ± 0,05 1,45 ± 0,05 1 ± 0,05 
PV n. d. 1575 ± 110 16,4 ± 0,1 12,5 ± 0,15 11,25 ± 0,1 0,25 ± 0,05 5,8 ± 0,1 1,15 ± 0,05 
SN n. d. 715 ± 105 22,5 ± 0,15 11,1±0,15 12 ± 0,1 0,35 ± 0,05 0,35 ± 0,05 1,05 ± 0,05 
SO n. d. 310 ± 75 16,65 ± 0,1 7,8 ± 0,1 9,65 ± 0,1 0,4 ± 0,05 0,5 ± 0,05 0,55 ± 0,05 
VM n. d. 355 ± 90 18,05 ± 0,1 474 ± 0,95 7,1 ± 0,1 0,55 ± 0,05 0,2 ± 0,05 1,05 ± 0,05 
n. d. – nije detektiran 
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4.4. Određivanje ukupnih polifenola 
 
 Istraživanja su pokazala da je dugotrajna konzumacija hrane bogate biljnim 
polifenolima povoljno utjecala na sprječavanje razvoja dijabetesa, raka, kardiovaskularnih 
bolesti i neurodegenerativnih bolesti (Solayman i sur., 2016). Korištenjem navedenih saznanja 
u istraživanju dijabetesa nastoji se odrediti odnos između različitih čimbenika rizika i 
komplikacija te objasniti djelovanja spojeva učinkovitih u sprječavanju razvoja komplikacija 
dijabetesa (Singh R. i sur., 2013). Mehanizmi fenolnih spojeva u kontroli glukoze u pacijenata 
s dijabetesom uključuju inhibiciju apsorpcije glukoze, zaštitu od oštećenja β-stanica gušterače, 
poboljšanje oslobađanja inzulina i osjetljivosti te modulaciju puta metabolizma ugljikohidrata 
(Solayman i sur., 2016). Istraživanja na molekularnoj razini pokazala su da fenoli mogu 
djelovati na modulaciju u stanici sudjelujući u interakciji s brojnim molekulama u signalizaciji 
staničnih procesa (Soobrattee i sur., 2005). Sposobnost uklanjanja radikala uglavnom je 
posljedica posjedovanja hidroksilnih skupina. Budući da imaju snažnu sposobnost uklanjanja 
radikala, oni inhibiraju nastajanje krajnjih produkata glikacije te su stoga korisni za suzbijanje 
komplikacija povezanih s dijabetesom (Singh S. i sur., 2013).  
 Količina ukupnih polifenola određena je pomoću Folin-Ciocalteau reagensa koji s 
reducirajućim fenolnim spojevima stvara kromogene produkte čiji se intenzitet obojenja može 
mjeriti spektrofotometrijski. Kemijska struktura Folin-Ciocalteau reagensa nije potpuno 
razjašnjena, no vjeruje se da se sastoji od fosfomolibdenskih i fosfovolframskih heteropoli 
kiselina koje su žute boje. U bazičnom reakcijskom mediju u prisustvu fenola nastaje Mo-W 
kompleks koji reakcijsku smjesu oboji u plavo. Smatra se da je mehanizam reakcije fenolna 
redukcija šesterovalentnog iona molibdena u peterovalentnu formu, pri čemu se boja mijenja iz 
žute u plavu (Agbor i sur., 2014). Količina ukupnih polifenola u ispitivanim ekstraktima 
prikazana je na Slici 11., a detaljna statistička analiza u Tablici 6. 
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Slika 11. Količina ukupnih polifenola u ispitivanim ekstraktima. Rezultati su prikazani kao 
srednja vrijednost  standardna devijacija. 
 
 Rezultati prikazani na Slici 11. pokazuju da je količina ukupnih polifenola veća u 
etanolnim ekstraktima nego u vodenima, što je u skladu s umjerenom polarnosti i dobrom 
topljivosti prirodnih polifenola u 80-postotnom etanolu. Ipak, podaci prikazani u Tablici 6. 
pokazuju da ta razlika nije uvijek bila statistički značajna. U etanolnim ekstraktima sadržaj 
polifenola varira od 54,51 mg GE/g do 423,51 mg GE/g, dok se u vodenim ekstraktima te 
vrijednosti kreću od 27,59 mg GE/g do 170,69 mg GE/g. Najveću količinu polifenola u 
etanolnim ekstraktima sadrže SN-E i VM-E. Najmanji sadržaj polifenola imao je PV-E. Među 
vodenim ekstraktima najviše polifenola sadržavali su VM-V te SO-V, dok je najmanje 
polifenola pronađeno, kao i kod etanolnih ekstrakata, u ekstraktu PV-V. 
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Tablica 6. Količina ukupnih polifenola (UP), ukupnih flavonoida (UF) i ukupnih fenolnih 
kiselina (UFK) u etanolnim i vodenim ekstraktima 
Uzorak UP (mg GE/g) UF (mg QE/g) UFK (mg CAE/g) 
AA-E 154,37  ±18,95CDE 63,67 ± 2,74BCD 13,46 ± 0,74IJ 
AA-V 68,62 ± 8,33DE 17,25 ± 1,09DE 42,77 ± 0,8F 
AM-E 362,58 ± 36,06AB 43,43 ± 1,6CDE 54,41 ± 2,23E 
AM-V 116,67 ± 3,73DE 38,4 ± 0,39CDE 74,7 ± 1,35C 
BP-E 160,42 ± 10,59CDE 22,51 ± 1,37CDE 22,28 ± 0,47H 
BP-V 80,64 ± 12,1DE 20,12 ± 1,61DE 35,9 ± 1,44G 
CE-E 111,92 ± 20,24DE 17,43 ± 0,57DE 9,08 ± 0,6JK 
CE-V 44,6 ± 4,99DE 13,29 ± 0,85DE 13,04 ± 0,19IJ 
MA-E 281,29 ± 6,75BC 154,51 ± 22,64A 14,37 ± 0,64IJ 
MA-V 89,74 ± 7,36DE 31,51 ± 4,25CDE 16,37 ± 1,15I 
PV-E 54,51 ± 7,87DE 34,07 ± 5,17CDE 3,8 ± 0,51KL 
PV-V 27,59 ± 1,89E 6,22 ± 1,23E 1,54 ± 0,00L 
SN-E 423,51 ± 13,88A 105,55 ± 3,24AB 35,87 ± 1,06G 
SN-V 87,08 ± 5,56DE 21,39 ± 1,03CDE 31,78 ± 2,59G 
SO-E 271,99 ± 10,66BC 140,03 ± 21,35A 65,67 ± 2,97D 
SO-V 147,78 ± 14,85CDE 47,85 ± 4,6CDE 77,47 ± 3,76C 
VM-E 393,36 ± 20,65AB 77,69 ± 2,94BC 82,92 ± 3,3B 
VM-V 170,69 ± 5,47CD 31,47 ± 1,32CDE 125,81 ± 1,32A 
 
Rezultati su izraženi kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD).  
A-E razlike između ekstrakata unutar istog stupca (uzorci koji nisu povezani istim velikim 
slovom statistički su različiti, Tukey post-test, P < 0,05). 
  
 Količina polifenola nadzemnog dijela biljke A. millefolium u etanolnom ekstraktu 
trostruko je veća od količine dobivene u vodenom ekstraktu. To je znatno veća razlika u odnosu 
na ispitivanje (Keser i sur., 2013) provedeno odvojeno na listovima i cvjetovima etanolnih i 
vodenih ekstrakata A. millefolium u Turskoj, koje je također pokazalo gotovo dvostruko veću 
količinu polifenola u etanolnim ekstraktima. U literaturi su zabilježene znatno manje količine 
polifenola u vodenim ekstraktima nego što pokazuje rezultat u ovom radu, poput uzoraka 
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sakupljenih u Hrvatskoj i Brazilu gdje je dobiveno trostruko manje polifenola (Belščak-
Cvitanović i sur., 2014; Düsman i sur., 2013), a još manji sadržaj dobiven je u Bugarskoj 
(Georgieva i sur., 2015), odnosno 2,77 mg GE/g u infuzu i 7,92 mg GE/g u dekoktu. Slični 
niski rezultati opaženi su u ispitivanjima 70-postotnog etanolnog ekstrakta cvijeta A. 
millefolium (Benedec i sur., 2015), gdje je dobivena količina 38,12 mg GE/g. 
 Sadržaj polifenola u AA-E iznosio je 154,37 mg GE/g. U prijašnjim studijama 
zabilježen je za trećinu veći sadržaj polifenola (Mahmoudi i sur., 2009) te isto toliko manji 
(Stanković i sur., 2016) od količine polifenola AA-E u ovom radu. Ghafoori i sur. (2014) dobili 
su u A. absinthium vrlo nisku količinu polifenola 6,59 mg GE/g u 75-postotnom etanolnom 
ekstraktu. Usporedbom sadržaja polifenola etanolnih ekstrakata A. millefolium i A. absinthium 
(Mekinic i sur., 2013) opažena je veća količina polifenola u A. millefolium, što je slično 
rezultatima prikazanima u ovom radu. Ipak, može se uočiti da je u ovom radu sadržaj u uzorku 
A. millefolium dvostruko veći, dok je u Mekinic i sur. (2013) razlika neznatna. Suprotno tomu, 
Moldovan i sur. (2011) pronašli su znatno veću količinu polifenola u etanolnim ekstraktima A. 
absinthium nego u A. millefolium. 
 Količina polifenola u MA-E trostruko je veća nego u MA-V. Slični su rezultati 
objavljeni i od Wang i sur. (2012), koji su uspoređivali sadržaj polifenola vodenih i etanolnih 
ekstrakata lista, stabljike i ploda M. alba. Količina ukupnih polifenola bila je znatno veća u 
etanolnim nego u vodenim ekstraktima. Zanimljivo je i da je sadržaj polifenola među svim 
ispitanim organima bio najviši u listovima. Suprotno tomu, u provedenom ispitivanju na 
vodenim i 95-postotnim etanolnim ekstraktima trinaest biljaka, među kojima je M. alba (Diaz 
i sur., 2012), dobivena je veća količina polifenola u vodenim nego u etanolnim ekstraktima. 
Anwar i sur. (2015) ekstrakcijom su apsolutnim i 80-postotnim etanolom M. alba dobili nešto 
veće količine polifenola u 80-postotnom etanolnom ekstraktu, što upućuje na blago polarni 
karakter polifenolnih komponenti u listu bijelog duda. Sadržaj polifenola je pritom bio znatno 
manji nego kod MA-V. 
 Sadržaj polifenola u SO-E gotovo je dvostruko veći nego u SO-V. Ukupni polifenoli u 
etanolnim i vodenim ekstraktima istraživani su prije u radu Neagu i sur. (2014) te su zabilježene 
više vrijednosti polifenola u etanolnim ekstraktima, no sami rezultati nisu usporedivi s obzirom 
na to da je korišten drugi standard. Suprotno su zabilježili Kwon i sur. (2006) pri ispitivanju 
sadržaja polifenola u vodenom i 12-postotnom etanolnom ekstraktu S. officinalis, gdje je 
dobivena količina polifenola 20,91 mg GE/g u vodenom i 11,88 mg GE/g u etanolnom 
ekstraktu. 
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 U istraživanju ukupnih polifenola u infuzima cvjetova i plodova biljke S. nigra uzetih 
iz 24 čaja u Poljskoj i Srbiji dobivene su vrijednosti za cvjetove iznosile od 15,23 mg GE/g do 
35,57 mg GE/g te se pokazalo da su cvjetovi bili bogatiji polifenolima od plodova (Viapiana i 
Wesolowski, 2017).  
 Količina polifenola u ljuskama graha ispitana je u dva rada koja su pokazala značajne 
razlike u rezultatima. U prvom je radu u 80-postotnom etanolnom ekstraktu ljuski P. vulgaris 
(Nagesh, 2012) određeno čak 294 mg GE/g. Suprotno tomu, u radu Fidrianny i sur. (2014) u 
etanolnom ekstraktu zabilježena je niska količina od 21,3 mg GE/g, što je bliže vrijednostima 
određenima u ovom radu. 
 Vučić i sur. (2013) ispitivali su vodene i etanolne ekstrakte listova i plodova V. myrtillus 
i pritom ekstrahirali neznatno više polifenola u vodenom ekstraktu listova (119,17 mg GE/g) u 
odnosu na etanolni (107,79 mg GE/g), za razliku od rezultata u ovom radu, gdje je dobiveno 
dvostruko više polifenola u etanolnom ekstraktu, a zanimljivo je da su zabilježili trostruko veći 
sadržaj polifenola u listovima nego u plodovima. 
 Katalinic i sur. (2006) u Hrvatskoj su istraživali vodene ekstrakte 70 biljnih vrsta među 
kojima je ispitivano i 7 biljnih vrsta iz ovog rada. Rezultati nisu izravno usporedivi jer su 
korišteni različiti standardi kao ekvivalenti, no poredak biljnih ekstrakata po količini fenola 
gotovo je identičan. Tako S. officinalis ima najviše polifenola, zatim slijede S. nigra, B. pendula 
i A. millefolium, dok najmanje polifenola imaju A. absinthium, C. erythraea i P. vulgaris. 
 Izbor ekstrakcijske metode određuje se prema sastavnicama koje se namjeravaju 
ekstrahirati. Budući da krajnji produkt sadrži tragove preostalog otapala, otapalo bi trebalo biti 
biorazgradivo i netoksično. Nadalje, ljekovite biljne vrste u kućanstvima se najčešće pripremaju 
kao infuzi, dekokti ili macerati, iz čega proizlazi da je potreban sveobuhvatniji i temeljitiji 
pregled sastava takvih biljnih ekstrakata (Belšcak-Cvitanovic i sur., 2014). Stoga su u ovom 
radu upotrebljena otapala voda i relativno netoksičan etanol. Upotrebljena ultrazvučna 
ekstrakcija rezultirala je visokim varijacijama sadržaja ukupnih polifenola. Kao što se može 
vidjeti na Slici 11., učinkovitost ekstrakcije svake biljne vrste ovisi o kemijskoj prirodi biljke 
te korištenomu ekstrakcijskom otapalu. Iako su provedena brojna određivanja sadržaja 
polifenola i pritom su većinom izražena na standard galnu kiselinu, mogu se uočiti značajne 
razlike između rezultata. Tomu pridonose vjerojatno genotipske i ekološke razlike (klima, 
stanište, temperatura) unutar vrste te vrijeme sakupljanja uzoraka (Lee i Choi, 2012; Raal i sur., 
2015; Wojdyło i sur., 2007). Također se u literaturi uočavaju razlike u korištenim metodama 
ekstrakcije poput odabira otapala, temperature i trajanja ekstrakcije. Primjerice, rezultati 
dobiveni u ovom radu ukazuju na to da se ultrazvučnom ekstrakcijom dobiju nešto više 
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vrijednosti ukupnih polifenola nego u studijama gdje su korišteni maceracija ili priprava infuza. 
Viša temperatura, također je pridonijela učinkovitosti ekstrakcije.  
 
 
4.5. Određivanje ukupnih flavonoida 
 
 Flavonoidi se prirodno pojavljuju u bilju i smatra se da imaju pozitivne učinke na 
ljudsko zdravlje. Izvori flavonoida su hrana (voće, povrće), pića (crveno vino, čaj) i različiti 
biljni lijekovi. Dosad je identificirano više od 4000 flavonoida, a broj i dalje raste (Singh S. i 
sur., 2013). Podijeljeni su u šest grupa: flavonole, flavone, izoflavone, flavanone, flavanole i 
anthocijanidine (Solayman i sur., 2016). Sintetizirani su u bilju kao rezultat prilagodbe na 
stresne uvjete poput infekcija, ranjavanja, stresa na hladnoću i vidljivu svjetlost. Mnoge studije 
potvrđuju neuroprotektivno, kardioprotektivno i kemopreventivno djelovanje flavonoida 
(Singh S. i sur., 2013). Brojna biološka djelovanja pripisuju se mogućnostima flavonoida da 
sprječavaju stvaranje reaktivnoga kisika inhibicijom enzima, keliranjem elemenata u tragovima 
uključenima u proizvodnju slobodnih radikala, uklanjanjem reaktivnih spojeva i sudjelovanjem 
u dopunjavanju i zaštiti antioksidacijske obrane (Williams i sur., 2004). 
 Određivanje ukupnih flavonoida temelji se na reakciji flavona i flavonola s ionima 
aluminija iz reakcijske smjese. Dolazi do formiranja kelata i obojenja reakcijske smjese u žuto, 
koje se može pratiti mjerenjem apsorbancije na 405 nm (Kumazawa i sur., 2004; Woisky i 
Salatino, 1998). Količina ukupnih flavonoida u ispitivanim ekstraktima prikazana je na Slici 
12., a detaljna statistička analiza u Tablici 6. 
 Iz Slike 12. vidljivo je da, poput količine polifenola, više flavonoida sadrže etanolni 
nego vodeni ekstrakti. To je u skladu s lipofilnosti flavonoida koja ih čini bolje topljivima u 
relativno nepolarnom otapalu etanolu. Slično kao kod ukupnih polifenola, razlike među 
ekstraktima dobivenima pomoću različitih otapala nisu uvijek bile statistički značajne (Tablica 
6). U etanolnim ekstraktima količina flavonoida kreće se od 17,43 mg QE/g do 154,51 mg 
QE/g, dok se u vodenim ekstraktima kreće od 6,22 mg QE/g do 47,85 mg QE/g. Najveću 
količinu flavonoida od svih ekstrakata sadrže etanolni ekstrakti MA-E i SO-E te SN-E, dok od 
etanolnih ekstrakata najmanje flavonoida sadržavaju BP-E i CE-E. Od vodenih ekstrakata 
najveću količinu flavonoida sadrže SO-V i AM-V, a najmanju CE-V i PV-V, što je uočeno i u 
sadržaju polifenola. 
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 Slično rezultatima dobivenima u ovom radu, i druge usporedbe količine flavonoida 
pokazuju nešto veću topljivost istih u organskim otapalima. Tako je usporedba sadržaja 
flavonoida u vodenom i metanolnom ekstraktu A. millefolium (Eghdami i sur., 2011) pokazala 
veću količinu flavonoida u alkoholnom otapalu. S druge strane, Moldovan i sur. (2011) utvrdili 
su, ispitujući etanolne ekstrakte biljnih vrsta A. absinthium i A. millefolium, veću količinu 
flavonoida u A. absinthium (52,43 mg QE/g) nego u A. millefolium (46,59 mg QE/g), što je u 
skladu s rezultatima dobivenima u ovom radu. K tomu su količine flavonoida bile slične. 
 
 
Slika 12. Količina ukupnih flavonoida u ispitivanim ekstraktima. Rezultati su prikazani kao 
srednja vrijednost  standardna devijacija. 
 
 Ispitivanje vodenih i etanolnih ekstrakata lista, stabljike i ploda M. alba (Wang i sur., 
2012) pokazalo je veći sadržaj flavonoida u etanolnom ekstraktu, pri čemu je sadržaj bio najviši 
u listovima. Za razliku od toga, Diaz i sur. (2012) zabilježili su nekoliko puta veći sadržaj 
polifenola u vodenom nego u 95-postotnom etanolnom ekstraktu. U istraživanju na raznim 
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organima M. alba ispitivani su flavonoli u metanolnim ekstraktima (Khan i sur., 2013) i 
dobivena je količina 185,48 mg QE/g u listovima, što je slično količini određenoj u MA-E.  
 I druga istraživanja, iako rijetka, djelomično su u skladu s rezultatima dobivenima u 
ovom radu. Tako SO-E sadržava trostruko više flavonoida nego SO-V, što odgovara rezultatima 
koje su objavili Neagu i sur. (2014), koji su pronašli znatno veći sadržaj u etanolnom nego u 
vodenom ekstraktu. Provedeno je i ispitivanje vodenih i etanolnih ekstrakata listova V. myrtillus 
(Vučić i sur., 2013) te je dobiveno, u skladu s rezultatima objavljenima u ovom radu, dvostruko 
više flavonoida u etanolnom ekstraktu. S druge strane, ispitivanje etanolnog ekstrakta ljuski P. 
vulgaris (Fidrianny i sur., 2014) pokazalo je 2,26 mg QE/100 g, što je višestruko niži sadržaj 
flavonoida od onoga prikazanog u Tablici 6. Ispitivanje etanolnog ekstrakta latica S. nigra u 
Italiji, u radu autora Loizzo i sur. (2016), pokazalo je za približno trećinu manji sadržaj 
flavonoida od SN-E.  
 Iako se može očekivati da će količina flavonoida pratiti sadržaj ukupnih polifenola, u 
Tablici 6. može se vidjeti da se to nije dogodilo. Uz varijacije koje su posljedica individualnoga 
karaktera svakoga biljnog uzorka, može se uočiti da sadržaj ovisi i o ekstrakcijskom otapalu. 
Stoga rezultate uglavnom karakterizira veći sadržaj flavonoida dobiven u nepolarnijem otapalu, 
etanolu. U literaturi se mogu pronaći mnogobrojna istraživanja sadržaja flavonoida, no 
istodobno su brojni rezultati izraženi prema drugim standardima te zato nisu usporedivi s 
rezultatima u ovom radu. 
 
 
4.6. Određivanje ukupnih fenolnih kiselina 
 
 Hidroksicimetne kiseline imaju zaštitnu i preventivnu ulogu protiv oksidativnih 
oštećenja prouzročenih povišenom razinom ROS-a, a često su uključene u reakcije između 
slobodnih radikala i molekula visoke biološke važnosti kao što su lipidi, proteini i DNA. U 
ovom radu ispitana je količina fenolnih kiselina korištenjem fosfomolibdatnog reagensa. 
Primjenom te metode može se odrediti sadržaj hidroksicimetnih, no ne i hidroksibenzojevih 
kiselina. No, s obzirom na to da su hidroksicimetne kiseline najzastupljenije fenolne kiseline u 
prirodi i imaju snažno antioksidativno djelovanje (Maurya i Devasagayam, 2010), prvi put je 
provedeno određivanje njihova sadržaja kod većine ekstrakata. Među fenolnim kiselinama u 
biljnome materijalu najzastupljenije su hidroksicimetne kiseline. One se međusobno razlikuju 
po metilaciji i hidroksilaciji aromatskog prstena. Određivanje sadržaja hidroksicimetnih 
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kiselina temelji se na prisutnosti o-dihidroksifenolne skupine u njihovoj strukturi. Dodatkom 
nitrit-molibdat reagensa nastaju kompleksi žute boje. Zaluživanjem otopine žuta boja prelazi u 
narančasto-crvenu s maksimumom apsorpcije na 492 nm (Eur. Ph. 5,0, 2004). Količina ukupnih 
fenolnih kiselina u ispitivanim ekstraktima prikazana je na Slici 13., a detaljna statistička 
analiza u Tablici 6. 
 
 
Slika 13. Količina ukupnih fenolnih kiselina u ispitivanim ekstraktima. Rezultati su prikazani 
kao srednja vrijednost  standardna devijacija.  
 
 Iz Slike 13. vidljivo je da kod pojedinih biljnih uzoraka vodeni ekstrakti sadrže više 
fenolnih kiselina od etanolnih, što je u skladu s njihovom većom topljivošću u polarnim 
otapalima. Razlika u sadržaju fenolnih kiselina među ekstraktima koji su imali malu količinu 
ovih sastavnica u pravilu nije bila statistički značajna (Tablica 6). Sadržaj fenolnih kiselina u 
etanolnim ekstraktima kretao se od 3,8 mg CAE/g do 82,92 mg CAE/g, dok se u vodenim 
ekstraktima kretao od 1,54 mg CAE/g do 125,81 mg CAE/g. Najveći sadržaj fenolnih kiselina 
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sadrže ekstrakti V. myrtillus i S. officinalis, dok najmanje fenolnih kiselina sadrže  C. erythraea 
i P. vulgaris, koji također sadrže najmanju količinu polifenola. 
 U literaturi je pronađen manji broj radova u kojima se određivao ukupan sadržaj 
fenolnih kiselina u odnosu na određivanja polifenola i flavonoida, pri čemu rezultat nije izražen 
u odnosu na kavenu kiselinu, što rezultate nije činilo usporedivima s rezultatima u ovom radu. 
U jednom istraživanju ukupnih fenolnih kiselina u infuzima S. nigra, s 24 izvora, dobivene 
vrijednosti bile su u rasponu 1,19 mg CAE/g do 6,52 mg CAE/g, odnosno oko pet puta manje 
od vrijednosti za SN-V (Viapiana i Wesolowski, 2017). 
 
 
4.7. HPLC analiza fenolnih kiselina i flavonoida 
 
 Za identifikaciju i kvantifikaciju polifenolnih spojeva korištena je tekućinska 
kromatografija visoke učinkovitosti obrnutih faza (RP-HPLC). HPLC je tehnika pogodna za 
analizu zbog brojnih čimbenika koji uključuju: izvrsno razlučivanje koje se može postići u 
širokom rasponu kromatografskih uvjeta za strukturno slične spojeve, kao i strukturno sasvim 
različite spojeve; veliku selektivnost koju se može mijenjati kroz promjene sastava mobilne 
faze; visoku sposobnost oporavka i stoga visoku produktivnost te izvrsnu ponovljivost analiza 
provedenih tijekom dugog razdoblja, što je prouzročeno stabilnošću materijala stacionarne faze 
(Aguilar, 2004).  
 Različiti čimbenici utječu na HPLC analizu fenola, uključujući pripremu uzoraka, 
mobilnu fazu, vrstu kolone i detektor (Khoddami i sur., 2013). Analiza uključuje odvajanje 
molekula na temelju njihove polarnosti. Primijenjen je sustav gradijentnog eluiranja 
korištenjem kolone C18. Razdvajanje ovisi o vezanju molekula uzorka iz polarne mobilne faze 
na hidrofobne liganade stacionarne faze (Aguilar, 2004). Korišteni su metanol, voda i mravlja 
kiselina, pri čemu se povećavanjem udjela metanola tijekom analize skraćuje tijek postupka uz 
istodobno zadržavanje potrebnog razlučivanja. Analiza se provela na temperaturi kolone od 40 
˚C, dok je na trajanje analize utjecalo trajanje eluiranja standarada. 
 Parametri kalibracijskih krivulja za standarde flavonoide i fenolne kiseline uočene na 
kromatogramima nalaze se u Tablici 7. Rezultati HPLC analize prikazani u Tablici 8. i 9. 
prikazuju prisutne flavonoide i fenolne kiseline u ekstraktima izražene u miligramima po gramu 
suhe tvari ekstrakta. 
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Tablica 7. Parametri kalibracijskih krivulja za standarde flavonoide i fenolne kiseline uočene 
na kromatogramima 
Standard 
Jednadžba kalibracijske 
krivulje 
r² 
LOD 
(μg/ml) 
LOQ 
(μg/ml) 
Ferulična kiselina      y = 5045,4x – 45,1 0,99977 0,026 0,088 
Galna kiselina      y = 4808,1x + 12,88 0,9998 0,026 0,087 
Hiperozid      y = 1426,2x + 15,4    0,9999 0,013 0,040 
Kavena kiselina      y = 5335x – 19,45 0,99995 0,012 0,041 
Klorogenska kiselina      y = 2587,3x + 73,42 0,99964 0,036 0,110 
Krizin y = 6321,7x + 36,22 0,99987 0,022 0,066 
Kvercetin y = 2200,2x – 36,75 0,9998 0,027 0,083 
Luteolin y = 3205,25x – 46,6 0,99982 0,025 0,077 
Miricetin   y = 4341,8x – 691,78 0,97848 0,315 1,049 
P-kumarna kiselina     y = 6214,63x – 137,38 0,99733 0,090 0,299 
Rutin   y = 3197,7x – 478,76 0,98183 0,289 0,962 
Ružmarinska kiselina      y = 2518,9x + 21,44 1 0,003 0,010 
Vanilinska kiselina      y = 2079,2x + 20,29 0,99973 0,028 0,095 
 
  
 Analiza ekstrakata A. absinthium pokazala je u najvećoj količini prisutnost rutina, zatim 
klorogenske kiseline (Slika 14). Kavena kiselina pronađena je u hidroliziranim ekstraktima, pri 
čemu u većoj količini u etanolnom ekstraktu. To je očekivano s obzirom na pronađene količine 
klorogenske i ružmarinske kiseline čiji je kavena kiselina sastavni dio. Prije je objavljeno da A. 
absinthium sadrži klorogensku, feruličnu i kavenu kiselinu (Zengin i sur., 2017). U toj studiji 
nije utvrđena prisutnost ružmarinske kiseline, dok su je Sahin i sur. (2013) potvrdili. U 
ispitivanju etanolnih ekstrakata A. absinthium (Craciunescu i sur., 2012) pronađen je rutin, 
zatim kavena kiselina koja je ujedno najzastupljenija fenolna kiselina u navedenom radu, zatim 
ferulična i klorogenska kiselina, no ukupne su vrijednosti znatno manje od naših vrijednosti. U 
navedenom radu pronađen je flavonoid kvercetin koji nije potvrđen u našim uzorcima. 
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Slika 14. Kromatogram ispitivanih ekstrakata A. absinthium na 320 nm 
 
 
 Analiza ekstrakata A. millefolium (Slika 15) pokazala je u najvećoj količini prisutnost 
klorogenske kiseline nakon koje slijedi rutin. Dominaciju klorogenske kiseline i prisutnost 
rutina potvrđuju prije objavljena istraživanja (Benedec i sur., 2015; Benetis i sur., 2008; 
Georgieva i sur., 2015). Nadalje, Dias i sur. (2013) objavili su da su fenolne kiseline glavni 
fenolni spojevi prisutni u uzorcima A. millefolium s ispitivanih uzgojenih i prirodnih staništa, 
pri čemu su najzastupljenije kiseline derivati klorogenske kiseline. Prijašnja literatura navodi 
prisutnost flavonoida luteolina (Benedec i sur., 2015; Trumbeckaite i sur., 2011) koji je jedini 
flavonoid otkriven u ovom radu te ferulične kiseline (Georgieva i sur., 2015; Wojdyło i sur., 
2007) koja je pronađena u ovom radu, ali u manjoj količini. Iako su zabilježene u literaturi 
(Georgieva i sur., 2015), prisutnost ispitivane kavene, p-kumarne i sinapične kiseline nije 
potvrđena u uzorcima, kao ni prisutnost flavonoida kvercetina, kemferola i miricetina (Benedec 
i sur., 2015; Georgieva i sur., 2015).  
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Slika 15. Kromatogram ispitivanih ekstrakata A. millefolium na 320 nm 
 
 
 Analiza ekstrakata B. pendula potvrdila je u najvećoj količini prisutan kvercetin, zatim 
flavonoid hiperozid. U literaturi je navedeno da su kvercetin i hiperozid glavni flavonoidi u 
listovima B. pendula (Evans i Bahng, 2000). Slično kao i ukupni flavonoidi, sadržaj hiperozida 
dvostruko je veći u etanolnom nego u vodenom ekstraktu. Među fenolnim kiselinama otkrivena 
je samo klorogenska kiselina (Slika 16). U prijašnjim istraživanjima navedena je prisutnost 
kvercetina, hiperozida i klorogenske kiseline (Millet i sur., 2010; Raal i sur., 2015; Wichtl, 
2004). Nadalje, studije su pokazale da su flavonoidi u listovima B. pendula derivati miricetina, 
kvercetina, kempferola, apigenina i luteolina. U tim su studijama najčešći derivati kvercetina, 
dok je od fenolnih kiselina klorogenska kiselina bila prisutna u najvišoj koncentraciji zajedno 
s derivatima p-kumarine kiseline (Keinänen i Julkunen-Tiitto, 1998). 
 
 
 
Slika 16. Kromatogram ispitivanih ekstrakata B. pendula na 320 nm 
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 Ekstrakti C. erythraea podvrgnuti HPLC analizi pokazali su dominaciju galne kiseline 
te p-kumarne kiseline (Slika 17). Prije je u literaturi navedena moguća prisutnost p-kumarne 
kiseline (Wichtl, 2004) te je potvrđen sadržaj galne kiseline u C. erythraea (Dogan i sur., 2010), 
iako u znatno manjoj količini nego u našim ekstraktima. Galna kiselina, koja ima antifungalni, 
antioksidativni i antivirusni učinak, dobivena hidrolizom tanina, organska je kiselina koja se 
koristi u vrlo širokom području za razne svrhe, od medicinske i farmaceutske do kemijske i 
prehrambene industrije (Dogan i sur., 2010). Antioksidativni učinak galne kiseline čini biljke 
koje ga sadrže potencijalno korisnima u liječenju bolesti izazvanih oksidativnim stresom. 
Rezultati ispitivanja zaštitnog učinka C. erythrea (Sefi i sur., 2011) pokazali su zaštitnu prirodu 
kod dijabetesa, smanjujući oksidativni stres i oštećenja β-stanica pankreasa koji se mogu 
pripisati njezinu antioksidacijskom potencijalu, a taj se učinak pripisuje upravo galnoj kiselini.  
 
 
 
Slika 17. Kromatogram ispitivanih ekstrakata C. erythraea na 320 nm 
 
 
 Analizom ekstrakata M. alba (Slika 18) pronađena je u najvećoj količini klorogenska 
kiselina, zatim rutin i kvercetin. Slično tomu, dominaciju klorogenske kiseline te sadržaj rutina 
i kvercetina objavila su prijašnja istraživanja etanolnih ekstrakata lista M. alba (Lee i Choi, 
2012) dok je u ispitivanju etanolnog ekstrakta lista M. alba u Srbiji (Radojković i sur., 2012) 
pronađena klorogenska kiselina i rutin, no kvercetinu nije potvrđena prisutnost u listu. Chauhan 
i sur. (2013) ispitivali su nekoliko Morus vrsta te u svima potvrdili kvercetin. Smatra se da je 
kvercetin jedan od glavnih učinkovitih spojeva listova duda s mogućnosti kontroliranja 
povećanja masti u serumu i nastajanja arterioskleroznih promjena (Chauhan i sur., 2013). 
Pronađen je veći sadržaj kavene kiseline, u skladu s njezinom polarnosti, u nehidroliziranome 
vodenom nego etanolnom ekstraktu. U hidroliziranim ekstraktima pronađeno je više kavene 
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kiseline u etanolnom jer je djelom nastala hidrolizom klorogenske kiseline potvrđene u MA-E.
  
 
 
 
Slika 18. Kromatogram ispitivanih ekstrakata M. alba na 320 nm 
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Tablica 8. Rezultati HPLC analize fenolnih sastavnica ekstrakata (mg/g)  
 
  AA-E AA-V AM-E AM-V BP-E BP-V CE-E CE-V MA-E MA-V 
Galna kiselina       1,22 3,67   
Klorogenska kiselina 12,73  39,72 11,07 1,81    15,16  
Kavena kiselina         0,53 2,68 
Ružmarinska kiselina 9,32          
P-kumarna kiselina       3,55 2,82   
Luteolin   3,19        
Rutin 15,53  30,24      14,74  
Ferulična kiselina 12,07  2,34 1,20       
Miricetin           
Hiperozid 1,62 0,89     5,23 2,08         
 
  PV-E PV-V SN-E SN-V SO-E SO-V VM-E VM-V 
Galna kiselina         
Klorogenska kiselina   25,83 10,27   3,54 0,17 
Kavena kiselina   0,95 0,45     
Ružmarinska kiselina     39,20 0,45   
P-kumarna kiselina ispod LOD      0,77 4,17 
Luteolin         
Rutin   41,90 16,31 22,62 14,20   
Ferulična kiselina   9,38 1,67 5,11 1,19   
Miricetin   16,79 14,79     
Hiperozid             1,10 0,47 
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Tablica 9. Rezultati HPLC analize fenolnih sastavnica ekstrakata nakon hidrolize (mg/g) 
  AA-E AA-V AM-E AM-V BP-E BP-V CE-E CE-V MA-E MA-V 
Kavena kiselina 7,23 4,74 16,68 ispod LOD 
    
3,22 1,89 
Kvercetin 
    
5,76 2,05 
  
13,03 
 
P-kumarna kiselina 
      
1,93 1,42 
  
 
  PV-E PV-V SN-E SN-V SO-E SO-V VM-E VM-V 
Kavena kiselina 
  
10,52 4,74 8,96 
 
4,47 
 
Kvercetin 
      
18,61 1,93 
P-kumarna kiselina 
      
6,55 
 
Ferulična kiselina 
    
1,99 
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 Analiza ekstrakta P. vulgaris pokazala je prisutnost p-kumarne kiseline u 
nehidroliziranome etanolnom ekstraktu, no pronađena količina je ispod granice kvantifikacije 
(Slika 19). U prijašnjim istraživanjima ljuski P. vulgaris također je zabilježena prisutnost p-
kumarne kiseline (Chen i sur., 2015; Mojica i sur., 2015). HPLC analiza potvrdila je najmanje 
sastavnica kod P. vulgaris, kao što su prethodna ispitivanja sadržaja fenolnih sastavnica 
pokazala najniži sadržaj kod ove biljne vrste. 
 
 
Slika 19. Kromatogram ispitivanih ekstrakata P. vulgaris na 320 nm 
 
 Analiza ekstrakata S. nigra pokazala je prisutnost rutina u najvećoj količini, zatim slijedi 
klorogenska kiselina (Slika 20). U hidroliziranim ekstraktima pronađeno je više kavene kiseline 
nego u nehidroliziranima, što je očekivano s obzirom na to da je u nehidroliziranima potvrđena, 
uz kavenu kiselinu, i klorogenska kiselina. U prijašnjoj literaturi zabilježena je prisutnost 
klorogenske kiseline, iako je zabilježena dominacija rutina, kavene kiseline i miricetina (Loizzo 
i sur., 2016; López-García i sur., 2013; Viapiana i Wesolowski, 2017). Također je zabilježena 
prisutnost ferulične kiseline (Viapiana i Wesolowski, 2017). 
 
 
Slika 20. Kromatogram ispitivanih ekstrakata S. nigra na 320 nm 
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 Analiza ekstrakta S. officinalis (Slika 21) pokazala je da su u ekstraktu prisutne u 
najvećoj količini ružmarinska kiselina, zatim flavonoid rutin. U odnosu na sve ispitivane 
uzorke, ružmarinska kiselina pronađena je u najvećoj količini u S. officinalis. Tijekom njezine 
hidrolize dolazi dijelom do nastanka kavene kiseline koja je posljedično pronađena u većoj 
količini u hidroliziranom etanolnom ekstraktu. Porodica Lamiaceae ističe se visokim sadržajem 
ružmarinske kiseline kao glavnom fenolnom sastavnicom (Dent i sur., 2015; Kwon i sur., 2006; 
Neagu i sur., 2014) kao i brojnim flavonoidnim glikozidima, stoga ne iznenađuje visoki sadržaj 
ružmarinske i kavene kiseline u ekstraktima. U radu Atoui i sur. (2005), iako očekivana, nije 
pronađena ružmarinska kiselina, što se pripisuje korištenju srednje polarnog otapala etil acetata 
za ekstrahiranje polifenola. Prijašnje studije pokazale su također da ekstrakti S. officinalis 
sadrže ružmarinsku kiselinu, kavenu kiselinu, feruličnu i klorogensku kiselinu (Neagu i sur., 
2014) te dominaciju fenolnih sastavnica (Dent i sur., 2015) ružmarinske kiseline i luteolina koji 
nije potvrđen u ovim ekstraktima.  
 
 
Slika 21. Kromatogram ispitivanih ekstrakata S. officinalis na 320 nm 
 
 U nehidroliziranim ekstraktima V. myrtillus (Slika 22) najzastupljenija je p-kumarna 
kiselina, nakon koje slijedi klorogenska kiselina i hiperozid (kvercetin-3-O-galaktozid). U 
prijašnjim istraživanjima objavljena je prisutnost hiperozida, p-kumarne i klorogenske kiseline 
(Ieri, 2013) te p-kumarne i klorogenske kiseline (Ferrier i sur., 2015) u listu V. myrtillus koji se 
ujedno smatra vrijednim izvorom klorogenske kiseline. Prema očekivanjima, kavena kiselina 
pronađena je u hidroliziranome etanolnom ekstraktu jer nastaje hidrolizom klorogenske kiseline 
koja je bila dominantna sastavnica nehidrolizirana etanolnog ekstrakta. Kao što se i očekivalo, 
kvercetin je glavna komponenta hidroliziranih ekstrakata. Njegova količina, u skladu s 
prethodno objavljenim istraživanjima (Stefkov i sur., 2014), sugerira da osim pronađenoga 
postoje i drugi derivati kvercetina u uzorcima. 
 76 
 
 
Slika 22. Kromatogram ispitivanih ekstrakata V. myrtillus na 320 nm 
 
 
 HPLC analiza pokazala je da su pojedinačni polifenolni spojevi raspoređeni među 
različitim biljnim vrstama u različitim količinama. U analiziranim biljnim vrstama u najvećoj 
su količini u ekstraktima pojedinačno pronađeni rutin i klorogenska kiselina. Oni su i 
najzastupljeniji fenolni spojevi kad se promatra udio u ukupnom sadržaju pronađenih 
sastavnica. Promatranjem hidroliziranih ekstrakata uočava se najveća pojedinačna zastupljenost 
kvercetina, dok kavena kiselina ima najveći udio među pronađenim sastavnicama. To ne 
iznenađuje s obzirom na to da su u nehidroliziranim ekstraktima dominantni njihovi derivati 
rutin i klorogenska kiselina. Nadalje, u literaturi su zabilježeni brojni drugi derivati kavene 
kiseline i kvercetina koji nisu ispitivani u ovom radu, stoga možemo pretpostaviti njihovu 
prisutnost u uzorcima. 
 
 
4.8. Određivanje antiradikalne aktivnosti 
 
 Smatra se da antioksidativna obrana i stanični redoks status imaju središnju ulogu u 
razvoju šećerne bolesti tipa 2 i njezinih komplikacija. Doprinos oksidacijskog stresa u razvoju 
mikrovaskularnih komplikacija specifičan je za pojedina tkiva dijabetičara (Singh R. i sur., 
2013). Molekularna osnova za antioksidativno djelovanje fenolnih spojeva prepoznata je u 
četiri glavna mehanizma. Izravni prijenos vodikova atoma smatra se glavnim mehanizmom 
djelovanja. Za transfer elektrona smatra se da je najznačajniji mehanizam djelovanja s 
radikalima u vodenoj fazi. Osim toga, do neutralizacije slobodnih radikala može doći i uslijed 
neposredne reakcije sa slobodnim radikalima te uslijed sekvencijalnog prijenosa elektrona s 
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gubitkom protona. Stoga je aktivnost uklanjanja slobodnih radikala jedna od najuočljivijih 
osobina fenolnih spojeva (Shang i sur., 2015). Ona se temelji se na redoks svojstvima njihovih 
hidroksi skupina i strukturnih odnosa između različitih dijelova njihove kemijske strukture 
(Singh S. i sur., 2013).  
 DPPH slobodni je radikal koji je vrlo pogodan za in vitro ispitivanja antiradikalne 
aktivnosti. Na njega ne utječu sporedne reakcije poput kelacije metalnih iona i enzimske 
inhibicije, za razliku od hidroksilnog radikala i superoksid aniona. Otopina DPPH-a ima 
intenzivnu ljubičastu boju s apsorpcijskim maksimumom na 517 nm. Antioksidansi koji ulaze 
u reakciju s DPPH-om doniraju mu vodik ili elektron i pritom ga prevode u bezbojni produkt 
2,2-difenil-1-pikrilhidrazin ili slične supstituirane hidrazine. Tako nestaje intenzivna ljubičasta 
boja, što dovodi do pada apsorbancije. Veći pad apsorbancije odgovara većoj antiradikalnoj 
aktivnosti (Amarowicz i sur., 2004). Prednost je DPPH metode brzina i jednostavnost. 
Nedostatak joj je što je DPPH topiv u alkoholnom otapalu, tako da lipofilni spojevi ne mogu 
dobro reagirati s otopinom DPPH-a (Fidrianny i sur., 2014). Fenolni spojevi smatraju se 
glavnim sastavnicama koje pridonose antioksidativnim aktivnostima biljnih ekstrakata 
(Giacometti i sur., 2016; Plaza i sur., 2016). 
 Antiradikalna aktivnost ispitivanih ekstrakata prikazana je na Slici 23., a detaljna 
statistička analiza u Tablici 10. Kako je prikazano na Slici 23., pozitivna kontrola BHA imala 
je najveću antiradikalnu aktivnost. Od etanolnih ekstrakata najbolju antiradikalnu aktivnost 
pokazuju V. myrtillus i A. millefolium, a najmanju C. erythraea i P. vulgaris. Kod vodenih 
ekstrakata najbolju aktivnost pokazuju biljke V. myrtillus i S. officinalis, dok ekstrakti C. 
erythraea i P. vulgaris imaju najmanju aktivnost. Slaba antiradikalna aktivnost biljaka C. 
erythraea i P. vulgaris ne iznenađuje jer su imali i najniži sadržaj polifenola u oba otapala. U 
prosjeku je antiradikalna aktivnost etanolnih ekstrakata nešto bolja od vodenih, ali u većini 
slučajeva te razlike nisu statistički značajne. Uočena je negativna korelacija između EC50 
vrijednosti antiradikalne aktivnosti i količine fenolnih kiselina u ekstraktima (r2 = 0,2717, P < 
0,05). To upućuje na važnu ulogu ovih sastavnica u antiradikalnoj aktivnosti ekstrakata. 
Zanimljivo je da je, iako primijećena u brojnim drugim istraživanjima (Kremer i sur., 2015; 
Lugasi i Hóvári, 2003), korelacija antiradikalne vrijednosti s količinom ukupnih polifenola 
izostala.  
 Ekstrakti A. absinthium međusobno statistički nisu pokazali razliku u djelovanju. Prije 
su zabilježena ispitivanja metanolnih ekstrakata s vrlo različitim rezultatima. Sličan EC50 kao 
AA-E s vrijednošću od 121 μg/mL zabilježili su u istraživanju 45 biljaka medicinskog 
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djelovanja na Kubi Ramos i sur. (2003), dok su Mahmoudi i sur. (2009) iz Irana dobili 
vrijednost 612 μg/mL, odnosno značajno slabiju aktivnost od AA-E. 
 
 
Slika 23. Antiradikalna aktivnost ispitivanih ekstrakata u usporedbi s BHA-om kao pozitivnom 
kontrolom. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost  standardna devijacija.  
 
 Ekstrakti A. millefolium nisu se međusobno statistički razlikovali u promatranoj 
aktivnosti. U literaturi su također zabilježene relativno slične EC50 vrijednosti antiradikalne 
aktivnosti, čak i ako je ekstrakt priređen pomoću različitih otapala poput 90-postotnog etanola 
(49,43 μg/mL) (Nickavar i sur., 2006) i metanola (54,50 μg/mL) (Kumar i sur., 2010). 
Zanimljivo je da su autori koji su koristili slično otapalo, 70-postotni etanol zabilježili znatno 
niže vrijednosti za EC50 antiradikalne aktivnosti za cvjetove (Benedec i sur., 2015) i nadzemne 
dijelove ove biljne vrste (Alexandru i sur., 2015). Te su vrijednosti prelazile 100 μg/mL. 
 Vodeni ekstrakt lista biljne vrste B. pendula pokazao je bolju antiradikalnu aktivnost od 
etanolnog, što je u suprotnosti sa sadržajem polifenola koji je veći dvostruko u etanolnom 
ekstraktu. Može se pretpostaviti da su se u vodenom ekstraktu B. pendula našle dodatne 
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sastavnice koje imaju dobru antiradikalnu aktivnost. Ipak, važno je napomenuti da navedene 
razlike nisu statistički značajne. Približnu antiradikalnu aktivnost (137,22 μg/mL) našem 
etanolnom ekstraktu pokazao je ekstrakt B. pendula u radu Germanò i sur. (2012) u Italiji, koji 
je pripremljen također 80-postotnim etanolom.  
 Rezultati su pokazali da CE-V ima značajno bolju antiradikalnu aktivnost od CE-E, iako 
se usporedbom s ostalim ekstraktima može uočiti slaba promatrana aktivnost ekstrakata C. 
erythrea. U literaturi nije pronađeno ispitivanje antiradikalne aktivnosti usporedivo s 
rezultatima u ovom radu. 
 Etanolni ekstrakt lista biljne vrste M. alba pokazao je bolju aktivnost od vodenoga, što 
je u skladu sa sadržajem polifenola. To su potvrdili Wang i sur. (2012) pri ispitivanju etanolnog 
i vodenog ekstrakta, gdje je etanolni pokazao dvostruko bolju aktivnost, a u kojem je ujedno 
potvrđen i veći sadržaj polifenola. Suprotno tomu objavljeno je u radu Diaz i sur. (2012) pri 
ispitivanju vodenog i 95-postotnoga etanolnog ekstrakta, gdje je dobivena bolja antiradikalna 
aktivnost vodenog ekstrakta. Moguće je da se i u jednom i u drugom slučaju radi o manjim 
razlikama s obzirom na to da ni u ovom radu razlike nisu bile statistički značajne. Dvije studije 
koje su proučavale antiradikalnu aktivnost metanolnih ekstrakata pokazale su slične EC50 
vrijednosti (Khan i sur., 2013; Kim i sur., 2014) kao u ovom radu. No, te su vrijednosti znatno 
varirale ovisno o lokalitetu (Kim i sur., 2014).  
 Antiradikalne akivnosti SO-V i SO-E nisu se statistički razlikovale, ali je aktivnost 
prvog ipak bila nešto bolja od drugog, što potvrđuje rezultate koje su objavili Kwon i sur. 
(2006). U Indiji je pak zabilježena gotovo dvostruko bolja aktivnost 70-postotnog etanolnog 
ekstrakta u iznosu od 107,21 μg/mL (Ramu i Krishnamohan, 2015). Uspoređivanje 
antiradikalne aktivnosti metanolnih ekstrakata A. millefolium i S. officinalis u radu Kintzios i 
sur. (2010) pokazalo je aktivnost sličnu aktivnosti etanolnih ekstrakata u ovom radu. 
Istraživanje deset vodenih ekstrakata biljnih vrsta koje se koriste kao antidijabetici u 
tradicionalnoj medicini Turske (Büyükbalci i El, 2008) pokazalo je bolju antiradikalnu 
aktivnost A. absinthium od S. officinalis. 
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Tablica 10. Antiradikalna i kelirajuća aktivnost ekstrakata te inhibicija enzima -glukozidaze 
Ekstrakt 
Antiradikalna aktivnost 
(EC50 g/mL) 
Kelirajuća aktivnost 
(EC50 g/mL) 
Inhibicija -glukozidaze  
(EC50 g/mL) 
AA-E 156,85 ± 8,37DEF 56,04 ± 1,40FGY 2,68 ± 0,15FG 
AA-V 206,27 ± 2,32D 18,26 ± 1,50GY 8,76 ± 0,30BC 
AM-E 68,78 ± 7,63FGX 334,37 ± 17,87BCDE 0,66 ± 0,03GHZ 
AM-V 75,24 ± 4,10FGX 223,59 ± 14,35CDEFG 6,63 ± 0,5CDE 
BP-E 102,33 ± 2,95EFG 260,20 ± 26,50CDEF 0,60 ± 0,03GHZ 
BP-V 87,54 ± 2,38FG 108,67 ± 18,36EFGY 2,23 ± 0,18GH 
CE-E 835,86 ± 64,59B 272,88 ± 7,01CDEF 5,09 ± 0,09DE 
CE-V 388,75 ± 32,79C 230,41 ± 30,42CDEFG 7,01 ± 0,22CD 
MA-E 177,79 ± 10,87DE 399,40 ± 39,02BC 0,36 ± 0,01HZ 
MA-V 225,50 ± 19,05D 277,29 ± 12,97CDEF 0,58 ± 0,02GHZ 
PV-E 876,82 ± 87,35B 392,19 ± 7,43BC 6,58 ± 0,62DE 
PV-V 2127,86 ± 35,89A 142,99 ± 3,72DEFGY 10,30 ± 0,63B 
SN-E 85,91 ± 9,86FG 541,13 ± 61,51B 5,42 ± 0,49DE 
SN-V 84,07 ± 2,41FG 364,11 ± 30,72BCD 13,85 ± 2,72A 
SO-E 68,86 ± 6,15FGX 900,74 ± 265,24A 0,63 ± 0,11GHZ 
SO-V 40,70 ± 0,84GX 217,45 ± 12,26CDEFG 4,67 ± 0,19EF 
VM-E 53,00 ± 4,87GX 558,35 ± 144,84B 0,29 ± 0,02HZ 
VM-V 27,48 ± 0,52GX 267,34 ± 29,82CDEF 2,53 ± 0,21FG 
Standard a8,40 ± 0,19X b17,76 ± 3,90Y 0,50 ± 0,01Z 
Rezultati su izraženi kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD).  
Standardi: a BHA, b EDTA, c akarboza 
A-G razlike između ekstrakata unutar stupca (uzorci koji nisu povezani istim velikim slovom 
statistički su različiti, Tukey post-test, P < 0,05).  
X,Y,Z razlike s pozitivnom kontrolom unutar stupca (uzorci koji nisu povezani istim velikim 
slovom statistički su različiti, Dunnet post-test, P < 0,05).  
 
  
 Etanolni i vodeni ekstrakti cvjetova biljne vrste S. nigra pokazali su podjednaku 
aktivnost. U radu Loizzo i sur. (2016) etanolni ekstrakt latica S. nigra pokazao je odličnu 
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antiradikalnu aktivnost s EC50 vrijednosti 1,4 μg/mL koja se pokazala boljom i od njihove 
pozitivne kontrole askorbinske kiseline. To je značajno manja vrijednost od one dobivene u 
ovom radu. Čini se da na antiradikalnu aktivnost ekstrakata biljne vrste značajno utječe 
temperatura ekstrakcije. Primjerice ekstrakti cvijeta S. nigra priređeni su tako da je droga prvo 
ekstrahirana diklormetanom te zatim etanolom i vodom (Ho i sur., 2017). Najbolji učinak 
pokazao je 96-postotni etanolni ekstrakt, zatim 50-postotni etanolni, dok su vodeni djelovali 
slabije pri čemu je vodeni ekstrahiran na 100 ˚C bio učinkovitiji od vodenoga estrahiranog na 
50 ˚C.  
 Antiradikalna aktivnost etanolnog ekstrakta P. vulgaris (Fidrianny i sur., 2014) ispitana 
u usporedbi s pozitivnom kontrolom askorbinskom kiselinom pokazala se neznatno slabijom 
od askorbinske kiseline, za razliku od rezultata u ovom radu, gdje je P. vulgaris pokazao 
ekstremno visoku EC50 vrijednost. 
 U ispitivanju vodenog i etanolnog ekstrakata V. myrtillus (Vučić i sur., 2013) dobivena 
je bolja aktivnost vodenog ekstrakta, dok su u ovom istraživanju one statistički jednake. U 
literaturi je zabilježeno ispitivanje antiradikalne aktivnosti etanolnih ekstrakata 16 uzoraka 
biljaka (Trouillas i sur., 2003), pri čemu je dobiven poredak u kojem je najaktivnija A. 
millefolium, zatim B. pendula te najmanje V. myrtillus. Zanimljivo je napomenuti da je navedeni 
redoslijed bio u skladu s količinom polifenola objavljenom u njihovu radu. Iako u ovom 
ispitivanju nije pokazana statistički značajna korelacija između količine fenolnih sastavnica, 
najbolju aktivnost ima V. myrtillus zatim A. millefolium i B. pendula, što je također u skladu sa 
sadržajem polifenola. 
 DPPH metoda široko je primjenjivana za procjenu antioksidacijske aktivnosti 
posljednjih godina. Pregledom brojnih studija može se uočiti da se koriste različiti protokoli 
metode. Objavljeni rezultati uspoređeni s prikazanima u ovom radu pokazuju da razni faktori 
utječu na konačan ishod ispitivanja, što dovodi do razlika u procjeni antioksidativne aktivnosti. 
Primjerice, može se uočiti korelacija određivana sadržaja sastavnica sa antiradikalnom 
aktivnosti. U ovom radu postoji korelacija promatrane aktivnosti sa sadržajem fenolnih kiselina, 
dok je u drugim studijama ona uočena sa sadržajem ukupnih polifenola. Također, uočava se da 
razlike u rezultatima aktivnosti ekstrakata iste biljne vrste dobivenih različitim otapalima nisu 
bile statistički značajne u slučaju dobrih antiradikalnih aktivnosti. Slično je opaženo 
usporedbom rezultata drugih studija dobivenih različitim otapalima, primjerice kod etanolnih i 
metanolnih, da su veličine promatrane aktivnosti slične. 
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4.9. Određivanje kelirajuće aktivnosti 
 
 Određivanje kelirajuće aktivnosti bilja važno je jer metali mogu pokrenuti razne 
oksidacijske procese u organizmu. Polifenoli imaju sposobnost keliranja prijelaznih metalnih 
iona, što dovodi do nastanka stabilnih kompleksa (Leopoldini i sur., 2011). Dvovalentni ioni 
željeza (Fe2+) imaju sposobnost pokrenuti lipidnu peroksidaciju kroz Fentonovu reakciju ili 
ubrzavanjem disocijacije lipidnih hidroperoksida na njihove peroksi i alkoksi radikale (Diaz i 
sur., 2012; Gioti i sur., 2009). Flavonoidi s višestrukim hidroksilnim skupinama i karbonilnom 
skupinom na položaju 4 prstena C mogu ponuditi nekoliko dostupnih mjesta za keliranje metala 
(Leopoldini i sur., 2011). Određivanje se temelji na keliranju iona Fe2+ iz kompleksa s 
ferozinom u otopini u kompleks s biljnim kelatorom koji ne apsorbira na 562 nm. Sposobnost 
kelacije izražava se u postotcima smanjenja apsorbancije u odnosu na negativnu kontrolu koja 
sadrži sve osim ekstrakta i stoga ima maksimalnu apsorbanciju s obzirom na to da je cijela 
količina Fe2+ ušla u kompleks s ferozinom (Decker i Welch, 1990). Rezultati su prikazani na 
Slici 24. kao EC50 vrijednost, odnosno koncentracija koja izaziva uklanjanje 50 % iona Fe
2+ iz 
kompleksa s ferozinom i uzrokuje smanjenje apsorbancije otopine za polovinu. Detaljna 
statistička analiza prikazana je u Tablici 10. 
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Slika 24. Kelirajuća aktivnost ispitivanih ekstrakata. Rezultati su prikazani kao srednja 
vrijednost  standardna devijacija.  
 
 Prema Slici 24. svi ispitivani uzorci imaju značajno slabije kelirajuće djelovanje od 
pozitivne kontrole, EDTA. Najbolje kelirajuće djelovanje od vodenih ekstrakata pokazali su 
ekstrakti uzoraka A. absinthium i B. pendula, dok su najslabije imali S. nigra i M. alba. Od 
etanolnih ekstrakata najbolji su se pokazali A. absinthium i B. pendula, dok su najslabiji bili S. 
officinalis i V. myrtillus. Biljke M. alba, S. nigra i S. officinalis u ovom su ispitivanju pokazale 
najmanju aktivnost unatoč većem sadržaju polifenola u odnosu na druge, u ovom ispitivanju 
uspješnije ekstrakte, iz čega bi se dalo zaključiti da antioksidativnu moć temelje na drugim 
mehanizmima. To potvrđuje i detaljnija statistička analiza koja je pokazala da postoji pozitivna 
korelacija EC50 vrijednosti kelirajuće aktivnosti s količinom ukupnih polifenola (r2 = 0,3876, P 
< 0,05) i flavonoida (r2 = 0,4873, P < 0,05).  
 Kelirajuća aktivnost ekstrakata biljnih vrsta ispitivanih u ovom radu nije bila predmetom 
brojnih znanstvenih istraživanja. Među rijetkim studijama je ona koju su objavili Mahmoudi i 
sur. (2009) na uzorcima prikupljenima u Iranu. Zabilježili su slabu kelirajuću sposobnost 
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metanolnog ekstrakta A. absinthium s EC50 vrijednosti 419 μg/mL. Nadalje, usporedba vodenih 
i 95-postotnih etanolnih ekstrakata M. alba (Diaz i sur., 2012) pokazala je bolju sposobnost 
keliranja vodenog ekstrakta, što je suprotno rezultatima objavljenima u ovom radu. Ispitivanje 
80-postotnog etanolnog ekstrakta B. pendula u radu Germanò i sur. (2012) pokazalo je vrlo 
dobru sposobnost keliranja pri EC50  vrijednosti 35,80 μg/mL. 
 Usporedbom rezultata može se uočiti razlika u kelirajućoj aktivnosti ekstrakata iste 
biljne vrsta dobivenih različitim otapalima, iako je važno naglasiti da ona u većine biljnih vrsta 
nije statistički značajna. Zanimljivo je da je pronađena negativna korelacija sadržaja ukupnih 
fenolnih sastavnica i promatrane aktivnosti. Ona navodi na zaključak da fenolne sastavnice 
prisutne u pojedinim ekstraktima djeluju snažnije antioksidativno nekim drugim mehanizmima. 
Budući da su biljke mješavine brojnih sastavnica, doprinos dobroj aktivnosti ekstrakata koji su 
imali niski sadržaj fenola mogu dati i sastavnice koje nisu ispitivane u ovom radu. 
 
 
4.10. β-karoten linoleatna analiza 
 
 Analiza antioksidativne aktivnosti pomoću β-karotena i linoleinske kiseline je 
emulzijski test antioksidativne aktivnosti koji se temelji na toplinom induciranoj oksidativnoj 
razgradnji β-karotena i linoleinske kiseline (Miller, 1996). Pritom najprije dolazi do nastajanja 
pentadienil slobodnog radikala odcjepljenjem vodika iz aktivne bis-alicil metilenske skupine 
između dvije dvostruke veze na C-11 linoleinske kiseline. Tako nastali aktivni radikal napada 
visoko nezasićene molekule β-karotena, koje gube svoje konjugirane dvostruke veze, a time i 
specifičnu narančastu boju. Oksidacija karotenoida rezultira njihovim obezbojenjem. Fenolni 
antioksidansi mogu neutralizirati stvoren slobodni radikal, u ovom slučaju linoleatni radikal, te 
posljedično odgoditi obezbojenje emulzije. Izbjeljivanje β-karotena može se pratiti 
spektrofotometrijski na 470 nm, što služi kao mjera antioksidativne aktivnosti. Što je narančasta 
boja postojanija, antioksidativna je aktivnost jače izražena (Amarowicz i sur., 2004). 
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Slika 25. Smanjenje apsorbancije u otopini β-karotena, linoleinske kiseline u prisutnosti 
ispitivanih ekstrakata ili BHA.  
 
 Kao što se može uočiti na Slici 25. ekstrakti su pokazali različite sposobnosti inhibicije 
degradacije -karotena. Najbolju aktivnost pokazao je BHA, dok je apsorbancija otopine CE-
E bila niža čak i od kontrole koja nije sadržavala antioksidans. Važno je primijetiti da je u 
posljednje dvije vremenske točke došlo je do naglog povećanja apsorbancije u otopini CE-E. 
To bi se moglo pripisati pojavi taloga u navedenoj jažici koja se s vremenom intenzivirala. 
Statistička analiza pokazala je da, ako se u analizu uključe sve vremenske točke, navedeni 
ekstrakt odstupa od kinetike pseudoprvog reda. Kako bi se svi ekstrakti statistički analizirali pri 
jednakim uvjetima, posljednje dvije točke (t = 105 min i t = 120 min) isključene su iz analize 
brzine reakcije. Time su se brzine reakcija degradacije -karotena za sve reakcije uklopile u 
kinetiku pseudoprvog reda s koeficijentom determinacije r2 > 0,939. Rezultati određivanja ANT 
vrijednosti prikazani su na Slici 26. 
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Slika 26. ANT vrijednost ispitivanih ekstrakata i BHA. Rezultati su prikazani kao srednja 
vrijednost  standardna devijacija.  
A-F razlike između ekstrakata unutar stupca (uzorci koji nisu povezani istim velikim slovom 
statistički su različiti, Tukey post-test, P < 0,05).  
Xrazlike s pozitivnom kontrolom (BHA) (uzorci koji nisu povezani istim velikim slovom 
statistički su različiti, Dunnet post-test, P < 0,05).  
 
 Iz Slike 26. vidljivo je da najveću antiokisidativnu aktivnost, očekivano, pokazuje BHA. 
Međutim, i drugi ekstrakti pokazali su značajan učinak. Primjerice, gotovo svi vodeni ekstrakti 
(s izuzetkom AA-V i CE-V) bili su jednako aktivni kao BHA. Bolja antioksidativna aktivnost 
vodenih ekstrakata mogla bi se dovesti u vezu s time da se pokus izvodi u vodenom mediju pa 
vodotopljive sastavnice, koje su zastupljenije u vodenim ekstraktima, mogu u većoj mjeri 
pridonijeti učinku. 
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4.11. Ispitivanje inhibitornog učinka ekstrakata na α- glukozidazu 
 
 Važan je pristup u liječenju dijabetesa kontroliranje postprandijalne hiperglikemije, 
poglavito u ranoj fazi dijabetesa. Jedan je od glavnih enzima koji sudjeluju u njezinoj kontroli 
α-glukozidaza (Ho i sur., 2017). Taj je membranski enzim prisutan u epitelu tankog crijeva i 
djeluje na olakšavanje apsorpcije glukoze katalizirajući hidrolizu oligosaharida na 
monosaharide. Inhibicijom α-glukozidaze u crijevima smanjuje se brzina hidrolitičkog 
cijepanja oligosaharida, a probava ugljikohidrata širi se u donji dio tankog crijeva. Ovo širenje 
probavnog procesa odgađa ukupnu brzinu apsorpcije glukoze u krv. Inhibicija α-glukozidaze 
pokazala se jednim od najboljih načina za smanjenje postprandijalnog porasta glukoze u krvi i 
ima za posljedicu smanjenje pojave kasnih dijabetičkih komplikacija (Kumar i sur., 2011). 
 Svi ispitivani uzorci pokazali su inhibitorni učinak na α-glukozidazu (Slika 27). Najbolji 
učinak pokazao je VM-E, dok je odmah iza njega MA-E koji su ujedno pokazali bolji učinak 
od standarda akarboze. Po učinkovitosti slijedi MA-V, koji je i najučinkovitiji vodeni ekstrakt. 
Vrlo učinkoviti bili su i BP-E i SO-E. Od vodenih ekstrakata još su bili učinkoviti BP-V i VM-
V. Najslabiju učinkovitost imali su PV-V i SN-V. Statistička analiza pokazala je da postoji 
negativna, iako slaba korelacija između EC50 inhibitornog učinka ekstrakata na α-glukozidazu 
i količine ukupnih polifenola (r2 = 0,2890, P < 0,05) i flavonoida (r2 = 0,2308, P < 0,05). Budući 
da su EC50 vrijednost i inhibitorna aktivnost inverzno povezane, ovaj rezultat upućuje na važnu 
ulogu koju flavonoidi i drugi polifenoli imaju u inhibiciji ovog enzima. 
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Slika 27. Inhibitorni učinak ispitivanih ekstrakata na α-glukozidazu. Rezultati su prikazani kao 
srednja vrijednost  standardna devijacija. 
 
 Ekstrakti A. absinthium pokazali su inhibicijsko djelovanje na α-glukozidazu, iako 
značajno slabije u odnosu na akarbozu. Glavne pronađene sastavnice u AA-E, rutin i 
klorogenska kiselina, u prijašnjim su studijama pokazale snažnije inhibitorsko djelovanje od 
akarboze (Everette i sur., 2013), što pridonosi boljoj inhibicijskoj učinkovitosti od AA-V. 
Nadalje, pojedina istraživanja upućuju da bi inhibicijsko djelovanje moglo biti posljedica 
usklađena djelovanja nekoliko fenolnih spojeva umjesto jedne sastavnice (Zengin i sur., 2017). 
U istraživanju provedenom na 60-postotnim etanolnim ekstraktima 23 biljne vrste (Ramirez i 
sur., 2012) koje su poznati antidijabetici u meksičkoj tradicionalnoj medicini, ispitane su A. 
millefolium i A. absinthium te su rezultati pokazali, suprotno rezultatima u ovom radu, veću 
učinkovitost A. absinthium, na što su mogli utjecati drukčiji klimatski uvjeti staništa koji 
pridonose raznolikosti biljnih sastavnica, a što je objašnjeno prije u ovom radu. 
 Etanolni ekstrakt A. millefolium imao je statistički jednaku učinkovitost kao akarboza, 
dok je vodeni djelovao značajno slabije. Promatranjem sastavnica u Tablici 8. uočava se da su 
dominantne sastavnica AA-E klorogenska kiselina i rutin pronađene u znatno većoj količini u 
etanolnom nego u vodenom ekstraktu. Stoga ne iznenađuje značajno bolja učinkovitost 
etanolnog ekstrakta. Kvantifikacija klorogenske kiseline i njezinih derivata iz ekstrakta A. 
millefolium te provjera njihove aktivnosti (Noda i sur., 2017) sugerira da su oni glavni čimbenici 
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za inhibiciju, no istodobno rezultat upućuje na prisutnost dodatnoga manjeg, ali moćnog 
inhibitora α-glukozidaze. To sugeriraju prije objavljene studije, da klorogenska kiselina može 
suzbiti postprandijalnu hiperglikemiju u štakora inhibiranjem α-glukozidaze (Meng i sur., 
2013) te da rutin ima snažnije inhibicijsko djelovanje na α-glukozidazu od akarboze (Everette 
i sur., 2013; Jiménez-Aspee i sur., 2017). 
 U ovom radu prvi je put ispitana aktivnost lista B. pendula na α-glukozidazu. Posebno 
je aktivan etanolni ekstrakt čija vrijednost EC50 nije statistički različita od akarboze. Prije je 
spomenuto da klorogenska kiselina inhibicijom α-glukozidaze može suzbiti postprandijalnu 
hiperglikemiju kod štakora. No usporedbom rezultata dobivenih u ovom ispitivanju s EC50 
vrijednosti klorogenske kiseline potrebne za inhibiciju α-glukozidaze u prethodno objavljenim 
radovima (Li i sur., 2009; Oboh i sur., 2014), možemo primijetiti da koncentracija tog fenola u 
ovoj studiji ne može biti dovoljna za postizanje značajna inhibitornog potencijala. Osim 
fenolnih supstanci, list B. pendula također sadrži triterpenske spojeve, betulin, betulinsku 
kiselinu, oleanolnu kiselinu i lupeol (Duric i sur., 2013). Pokazano je da oleanolna kiselina i 
srodni pentaciklički triterpeni mogu inhibirati α-glukozidazu in vitro u nekompetitivnom i o 
dozi ovisnom načinu s mikromolarnim EC50 vrijednostima (Castellano i sur., 2013). Stoga je 
moguće da ti triterpeni značajno pridonose promatranoj inhibicijskoj aktivnosti. 
 Iako slabije u odnosu na ostale ekstrakte, C. erythraea pokazala je djelovanje na 
inhibiciju α-glukozidaze. Uspoređujući sadržaj fenolnih sastavnica među uzorcima, također se 
može uočiti nizak ukupni sadržaj polifenola i flavonoida. Sastavnice ekstrakata C. erythraea 
galna i p-kumarna kiselina pokazale su se snažnim inhibitorima α-glukozidaze (Adisakwattana 
i sur., 2004; Yin i sur., 2014), no njihove količine nisu bile dovoljne za snažnije inhibitorsko 
djelovanje ekstrakata. Slično je objavljeno u ispitivanju devet biljaka koje se tradicionalno 
koriste u Libanonu za liječenje dijabetesa, među kojima je metanolni ekstrakt C. erythraea 
(Loizzo i sur., 2008) pokazao značajno slabije djelovanje na inhibiciju α-glukozidaze u skladu 
s niskim sadržajem ukupnih polifenola.  
 Ekstrakti M. alba pokazali su visoku učinkovitost na inhibiciju α-glukozidaze, pri čemu 
se vrijednost EC50 nije statistički razlikovala od akarboze. Uz polifenole listovi M. alba sadrže 
1-deoksinojirimicin, koji je poznat kao jedan od najpotentnijih inhibitora α-glukozidaze 
(Miyahara i sur., 2004; Nuengchamnong i sur., 2007) stoga se može pretpostaviti da 1-
deoksinojirimicin znatno pridonosi izvrsnoj inhibicijskoj aktivnosti. Navedeno podupiru 
prethodna istraživanja na zdravim i od dijabetesa oboljelima životinjama, pokazujući da 
ekstrakt lišća M. alba značajno smanjuje postprandijalnu hiperglikemiju (Park i sur., 2009). 
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 Ekstrakti P. vulgaris pokazali su nisku mogućnost inhibicije α-glukozidaze u odnosu na 
ostale ispitane ekstrakte. Ispitivanja na metanolnim ekstraktima ljuski 15 sorti P. vulgaris 
(Mojica i sur., 2015) pokazala su da nekoliko sorti ima učinkovitost na inhibiciju α-glukozidaze 
otprilike 80 % u odnosu na akarbozu kojoj je učinkovitost definirana kao 100-postotna iako ti 
ekstrakti među svim ispitivanima nisu imali najveći sadržaj polifenola, što upućuje na to da su 
možda prisutne druge sastavnice koje inhibiraju α-glukozidazu. Nadalje, na inhibiciju α-
glukozidaze ekstrakata s fenolnim sastavnicama može utjecati vrsta ekstrakta, koncentracija te 
obrada i sastav uzorka (Mojica i sur., 2015), što bi moglo biti uzrok slabije inhibicije α-
glukozidaze ekstrakta P. vulgaris i u drugim istraživanjima (Ranilla i sur., 2010). 
 Etanolni ekstrakt S. nigra pokazao je inhibicijsku aktivnost statistički jednaku trećini 
ekstrakata, dok je vodeni imao najslabije djelovanje među ekstraktima. Suprotno tomu, 
prijašnja ispitivanja cvjetova i latica (Ho i sur., 2017; Loizzo i sur., 2016) pokazala su bolju 
učinkovitost inhibicije α-glukozidaze od akarboze. 
 Etanolni ekstrakt S. officinalis pokazao je izvrsno djelovanje koje se nije statistički 
razlikovalo od akarboze. Poznato je da sastavnice ružmarinska kiselina, rutin i ferulična kiselina 
imaju inhibicijski učinak na α-glukozidazu (Everette i sur., 2013; Kwon i sur., 2006). Budući 
da je sadržaj navedenih sastavnica te ukupnih polifenola i fenolnih kiselina znatno veći u 
etanolnom nego vodenom ekstraktu, ne iznenađuje značajno snažnija inhibicija etanolnog 
ekstrakta. Slično tomu, Khacheba i sur. (2016) potvrdili su potencijalno inhibicijsko djelovanje 
S. officinalis na α-glukozidazu in vitro, dok je prije, u istraživanju provedenom na štakorima, 
potvrđeno da metanolni ekstrakt S. officinalis u inhibiciji α-glukozidaze ima učinak sličan 
akarbozi (Moradabadi i sur., 2013). 
 U ovom je radu prvi put istraživano djelovanje lista V. myrtillus na inhibiciju α-
glukozidaze. Ekstrakt VM-E pokazao je izvrsno djelovanje na inhibiciju α-glukozidaze čija se 
EC50 vrijednost nije razlikovala od akarboze. Prije je objavljeno da glavne fenolne sastavnice 
ekstrakta VM-E hiperozid i klorogenska kiselina mogu spriječiti postprandijalnu hiperglikemiju 
snažno inhibirajući α-glukozidazu (Fan i sur., 2010; Oboh i sur., 2014). Objavljene studije 
pokazuju da kombinacija biljnih fenola, kao što je kombinacija pronađena u ovim ekstraktima, 
može imati dodatni učinak na inhibiciju α-glukozidaze (Adisakwattana i sur., 2012). Nadalje, 
kvercetin i kavena kiselina, aglikoni nastali hidrolizom hiperozida i klorogenske kiseline, 
također posjeduju mogućnost inhibicije α-glukozidaze (Li i sur., 2009; Oboh i sur., 2014). 
 Ispitivani ekstrakti pokazali su sposobnost inhibicije enzima α-glukozidaze. Izvrsnim 
djelovanjem, koje se statistički nije razlikovalo od akarboze, istaknula se trećina ekstrakata. 
Kod većine njih HPLC analiza potvrdila je u sastavu klorogensku kiselinu kao dominantnu 
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sastavnicu, što upućuje na njezinu važnu ulogu u inhibiciji α-glukozidaze. Nadalje, flavonoidi 
rutin i hiperozid također su sastavnice pronađene u većoj količini u iznimno aktivnim 
ekstraktima. Utvrđeno je da kombinacija biljnih tvari može imati snažnije djelovanje na 
inhibiciju α-glukozidaze od pojedinih sastavnica (Adisakwattana i sur., 2012; Zengin i sur., 
2017). Stoga možemo zaključiti da derivati kvercetina i drugi fenolni spojevi koji su otkriveni 
u ispitivanim ekstraktima mogu imati važnu aditivnu ili čak sinergističku ulogu u promatranoj 
aktivnosti inhibiranja α-glukozidaze. 
 
 
4.12. Utjecaj na koncentraciju reducirana glutationa 
 
 Pokazano je da akutna izloženost visokoj koncentraciji glukoze uzrokuje oksidacijski 
stres u jetrenim stanicama, što se očituje povećanom razinom ROS-a, peroksidacijom lipida, 
promijenjenom morfologijom, formiranjem proteina karbonila i 3-nitrotirozina u Hep G2 
stanicama. Te promjene mogu nepovratno oštetiti hepatocite, što dovodi do apoptoze. Prirodni 
metaboliti i ekstrakti mogu spriječiti oksidacijske promjene, normalizirati koncentraciju 
unutarstaničnih antioksidansa i time spriječiti ili čak obnoviti oštećenja stanica in vivo i in vitro 
(Chandrasekaran i sur., 2010). Stoga je za proučavanje potencijalnog učinka pripremljena 
ekstrakta na oksidativni stres izazvan glukozom u jetri odabran model kulture stanica hepatocita 
humana karcinoma jetre Hep G2. 
 Osim izravnog stupanja u reakciju s ROS-om, prirodni fenoli i drugi antioksidansi 
brojnim drugim mehanizmima mogu reagirati s raznim molekulama u organizmu (Saso i Firuzi, 
2014). Jedna je od posljedica dijabetičke hiperglikemije povišena proizvodnja ROS-a koja 
dovodi do smanjene razine jednog od najvažnijih antioksidansa u tijelu, GSH-a (Lash, 2015). 
Sukladno tomu, jedan od mehanizama kojima antioksidansi mogu zaštititi stanice i tkiva od 
oksidativnog stresa obnavljanje je antioksidansa niske molekulske mase, kao što je GSH (Saso 
i Firuzi, 2014).  
 U ovom radu ispitan je utjecaj odabranih ekstrakata na razinu GSH-a u 
hiperglikemijskim uvjetima. Ispitivanje je provedeno u odvojenim pokusima i rezultati su 
prikazani na slikama 28. i 29. Utjecaj ekstrakta V. myrtillus i B. pendula na razine GSH-a u 
jetrenim stanicama podvrgnutih visokoj koncentraciji glukoze dosad nije zabilježen u literaturi. 
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Osim toga, ekstrakti ovih biljnih vrsta pokazali su izrazito dobro antioksidativno djelovanje te 
su znatno inhibirali -glukozidazu.  
 
 
Slika 28. Koncentracija reducirana glutationa (GSH) u Hep G2 stanicama. C: netretirane 
stanice; D: stanice u mediju kojem je dodano 20 mM glukoze; VM-E i VM-V: stanice u mediju 
kojem je dodano 20 mM glukoze i odgovarajući V. myrtillus ekstrakt (brojevi u zagradi 
predstavljaju koncentraciju ekstrakta u mg/mL); A i B: statistički različito od C odnosno D, (𝑃 
<  0.05, Dunnett’s test). Prikazana je srednja vrijednost triju ponavljanja ± SD. 
 
 Kao što se može primijetiti na slici 28., VM-V u koncentraciji 0,1 mg/mL pokazao je 
izvanrednu aktivnost i vratio koncentraciju GSH-a na razine koje su zapažene u stanicama koje 
nisu tretirane visokim razinama glukoze (C). 
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Slika 29. Koncentracija reducirana glutationa (GSH) u Hep G2 stanicama. C: netretirane 
stanice; D: stanice u mediju kojem je dodano 20 mM glukoze; BP-E i BP-V: stanice u mediju 
kojem je dodano 20 mM glukoze i odgovarajući B. pendula ekstrakt (brojevi u zagradi 
predstavljaju koncentraciju ekstrakta u mg/mL); A i B: statistički različito od C odnosno D, (𝑃 
< 0.05, Dunnett’s test). Prikazana je srednja vrijednost triju ponavljanja ± SD. 
 
 Ispitivana je sposobnost vodenog i etanolnog ekstrakta B. pendula na smanjenje 
oksidacijskog stresa kod Hep G2 stanica tretiranih glukozom. Razina glutationa u stanicama 
tretiranima glukozom (negativna kontrola) bila je znatno niža nego u netretiranim stanicama 
koje su služile kao potvrda da je glukoza izazvala oksidacijski stres. U koncentracijama koje su 
korištene u eksperimentu, oba ekstrakta smanjuju oksidacijski stres, što se vidi u znatno 
povišenim razinama glutationa u usporedbi s negativnom kontrolom. Osim toga, etanolni 
ekstrakt bio je u stanju povećati koncentraciju GSH-a u usporedbi s pozitivnom kontrolom. 
 Činjenica da ekstrakti priređeni od biljnih vrsta B. pendula i V. myrtillus mogu povisiti 
koncentraciju GSH-a u stanicama izloženima oksidacijskom stresu ukazuje na potencijal slična 
djelovanja i u višim organizmima, što bi posljedično vodilo usporavanju ili sprječavanju razvoja 
dijabetičkih komplikacija. Glavni sastojci ekstrakata, klorogenska kiselina te derivati 
kvercetina pokazuju važan in vitro antioksidacijski potencijal (Chobot i sur., 2014). K tomu, 
 94 
 
hiperozid, njegov aglikon kvercetin te klorogenska kiselina mogu povisiti razine GSH-a u 
stanicama, što je zabilježeno u brojnim in vitro i in vivo studijama (Bagdas i sur., 2014; 
Myhrstad i sur., 2002). Stoga se može zaključiti da se znatan dio promatrane aktivnosti može 
pripisati prisutnosti tih antioksidansa. Kliničke studije potvrđuju djelovanje namirnica bogatih 
klorogenskom kiselinom na antioksidativni kapacitet plazme zdravih pojedinaca, što daje nadu 
da bi mogla slično djelovati i u pacijenata oboljelih od dijabetesa (Agudelo-Ochoa i sur., 2016). 
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5. ZAKLJUČAK 
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 U radu se prvi put provela detaljna analiza strukture profesionalnih travara u urbanim 
sredinama te utvrdilo koje se sve biljne vrste koriste kao komplementarna terapija dijabetesa. 
Najčešće spomenuta porodica bila je Asteraceae, zatim je slijedila Lamiaceae, dok su najčešće 
spomenute ljekovite biljke bile U. dioica, P. vulgaris, C. intybus, A. absinthium i V. myrtillus. 
 Odabrano je devet biljnih vrsta koje su upućene u daljnje istraživanje: zeleni stolisnika 
(Achillea millefolium), pelina (Artemisia absinthium) i kičice (Centaurium erythraea), zatim 
listovi breze (Betula pendula), bijelog duda (Morus alba), kadulje (Salvia officinalis) i 
borovnice (Vaccinium myrtillus). U daljnje istraživanje uključene su i ljuske graha (Phaseolus 
vulgaris) te cvijet bazge (Sambucus nigra). Biljni uzorci nisu imali povišen sadržaj teških 
metala koji bi ih činio neprikladnima za upotrebu. K tomu, u zeleni pelina pronađen je krom, 
metal čiji se manjak u organizmu povezuje s rezistencijom na inzulin. Od navedenih biljnih 
vrsta / organa priređeni su etanolni i vodeni ekstrakti.  
 U ispitivanim ekstraktima određen je sadržaj fenolnih sastavnica. U pravilu su etanolni 
ekstrakti bili bogatiji fenolnim spojevima nego vodeni. Tako su najviše polifenola sadržavali 
etanolni ekstrakti lista borovnice (423,51 ± 13,88 mg GE/g), zeleni stolisnika (393,36 ± 20,65 
mg GE/g) i cvijeta bazge (362,58 ± 36,06 mg GE/g). Najmanji sadržaj ukupnih polifenola 
zabilježen je u vodenom ekstraktu ljuski graha (27,59 ± 1,89 mg GE/g). 
 Sadržaj flavonoida u ekstraktima također je bio veći u etanolnim ekstraktima nego u 
vodenima. Najveća količina ukupnih flavonoida određena je u etanolnim ekstraktima lista duda 
(154,51 ± 22,64 mg QE/g) te lista kadulje (140,03 ± 21,35 mg QE/g), dok je najmanje ukupnih 
flavonoida imao vodeni ekstrakt ljuske graha (6,22 ± 1,23 mg QE/g). Isti ekstrakt sadržavao je 
najmanju količinu fenolnih kiselina (1,54 ± 0,00 mg CAE/g), dok je najveća količina pronađena 
u vodenom ekstraktu lista borovnice (125,81 ± 1,32 mg CAE/g). 
 HPLC analiza pokazala je da su rutin i klorogenska kiselina najzastupljeniji fenolni 
spojevi u ekstraktima. To je potvrdila i analiza ekstrakata podvrgnutih kiseloj hidrolizi jer je 
najzastupljeniji flavonoid bio kvercetin, aglikon rutina, te kavena kiselina, produkt hidrolize 
klorogenske kiseline. 
 Ekstrakti su pokazali izvrsnu antiradikalnu aktivnost jer je trećina ekstrakata imala 
rezultat koji se nije statistički razlikovao od pozitivne kontrole, BHA-e. Od etanolnih ekstrakata 
najbolju antiradikalnu aktivnost pokazali su list borovnice te zelen stolisnika dok su najaktivniji 
vodeni ekstrakti bili oni priređeni od lista kadulje i borovnice. Kelirajuća aktivnost ekstrakata 
bila je u pravilu vrlo niska. Iznimka je bio vodeni ekstrakt zeleni pelina čija je aktivnost bila 
statistički jednaka pozitivnoj kontroli, EDTA-i. 
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 Ispitana je inhibicija enzima -glukozidaze od ispitivanih ekstrakata te uspoređena s 
aktivnošću akarboze. Utvrđeno je izvrsno djelovanje pojedinih ekstrakata, pri čemu se 
inhibicijska aktivnost obaju ekstrakata lista borovnice, lista bijelog duda, te etanolnih ekstrakata 
lista breze i zeleni stolisnika statistički nije razlikovala od aktivnosti akarboze.  
 Ispitan je utjecaj ekstrakata lista breze i lista borovnice na koncentraciju GSH-a u Hep 
G2 stanicama izloženim hiperglikemjom prouzročenom oksidacijskom stresu. Pokazalo se da 
oba ekstrakta mogu povisiti koncentraciju reducirana glutationa do razine zabilježene u 
stanicama u normoglikemijskim uvjetima. 
 Visoki udio fenolnih spojeva u ekstraktima, izvrsna antiradikalna aktivnost te 
sposobnost da inhibiraju -glukozidazu u jednakoj mjeri kao registrirani lijek akarboza čini 
ispitivane ekstrakte potencijalno korisnima za komplementarnu terapiju dijabetesa. Među 
ispitivanim uzorcima posebno se ističu list breze i list borovnice zbog svoje sposobnosti 
regeneracije staničnih razina reducirana glutationa. Sve navedeno govori u prilog upotrebi 
ispitivanih biljnih droga kao komplementarne terapije dijabetesa. 
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PRILOG 1. Pitanja korištena u razgovorima s travarima 
DOB ISPITANIKA 
  
SPOL ISPITANIKA 
  
KOLIKO SE DUGO BAVI PRODAJOM BILJA 
  
KOLIKO DANA U TJEDNU PRODAJE 
  
KOLIKO DUGO OSTAJE NA TRŽNICI 
  
KOLIKO IMA VRSTA U PONUDI KOJE SU  
a) uzgojene _________% 
b) ubrane u prirodi od strane prodavača _________% 
c) ubrane u prirodi od strane pomagača _________% 
 
  
KOLIKO ČESTO SE BILJKE SKUPLJAJU S ISTIH LOKACIJA 
Uvijek                                                      Ne vodim računa o lokaciji 
5               4               3               2                 1 
  
U PROSJEKU KOLIKO DUGO PROĐE OD NABAVE DO PRODAJE BILJA 
Do 1 tjedan_________% 
Između tjedan i mjesec dana_________% 
Više od mjesec dana_________% 
Više od 6 mjeseci_________% 
Više od godinu dana_________% 
  
IZVOR ZNANJA O BILJU  
(za svaku kategoriju ocijeniti iz skale od 10 (sve) 1 (ništa)) 
a) Drugog travara 
b) Člana obitelji 
c) Iskustva prijatelja / poznanika 
d) Knjige 
e) Internet 
f) ostalo (upisati)_________________  
PREVLADAVAJU LI U RADU VIŠE  
a) tradicionalna saznanja  
b) neka nova 
c) tradicionalna i nova saznanja  
 
TKO SU KUPCI (približno u postocima) 
 
0-20 godina _________% 
20-40 godina__________% 
40-60 godina_________% 
Više od 60 godina _________% 
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Muškarci _________% 
Žene _________% 
  
Dolaze najmanje 1 mjesečno _________% 
Dolaze najmanje jednom u godini dana _________% 
Novi kupci koje ne poznaje _________% 
  
UZIMAJU LI KUPCI I TABLETE PROPISANE OD LIJEČNIKA 
a) od njega traže proizvode za koje uzimaju i redovitu terapiju _________% 
 
b) od njega traže proizvode za bolesti za koje ne uzimaju nikakvu terapiju iako su zbog nje bili 
kod liječnika i imaju dijagnozu_________% 
 
c) od njega traže proizvode za oboljenja za koja još nisu posjetili liječnika_________% 
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BILJNE VRSTE S ANTIDIJABETIČKIM UČINKOM 
Lokacija  
Datum 
 
 
Naziv biljke 
(narodni ili / i 
latinski) 
 
 
 
Organ biljke 
 
Uzgoj (U) 
ili  
priroda (P) 
 
Kombinira se 
s kojim 
biljkama 
Upute za pripremu čaja 
 
Način uzimanja 
Koliko puta dnevno 
Koliko pripravka 
Koliko dugo 
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Biljke koje koriste, ali sada nema u ponudi: 
 
 
 
Naziv biljke 
(narodni ili / i 
latinski) 
 
 
 
Organ biljke 
 
Uzgoj (U) 
ili  
priroda (P) 
 
Kombinira se 
s kojim 
biljkama 
Upute za pripremu čaja 
 
Način uzimanja 
Koliko puta dnevno 
Koliko pripravka 
Koliko dugo 
 
 
    
 
 
    
 
 
    
 
 
    
 
 
    
 124 
 
 
Temeljna dokumentacijska kartica 
 
Sveučilište u Zagrebu 
Farmaceutsko-biokemijski fakultet 
Zavod za farmakognoziju 
Marulićev trg 20, 10000 Zagreb, Hrvatska 
Doktorski rad 
 
FITOKEMIJSKI SASTAV I BIOLOŠKI UČINCI BILJNIH ANTIDIJABETIKA 
HRVATSKE ETNOMEDICINE 
 
Kristina Bljajić 
 
SAŽETAK 
 
Dijabetes je rastući zdravstveni problem u razvijenom svijetu. Brojni oboljeli uz konvencionalne 
lijekove koji učinkovito snižavaju razinu šećera u krvi koriste i fitoterapijske pripravke. Njih, osim 
u ljekarni, nerijetko nabavljaju na tržnicama. U ovom radu je provedeno istraživanje biljnih vrsta 
koji se koriste kao antidijabetici u hrvatskoj etnomedicini: zelen stolisnika (Achillea millefolium), 
pelina (Artemisia absinthium) i kičice (Centaurium erythraea), zatim listovi breze (Betula pendula), 
bijelog duda (Morus alba), kadulje (Salvia officinalis) i borovnice (Vaccinium myrtillus), ljuski 
graha (Phaseolus vulgaris) te cvijeta bazge (Sambucus nigra). U biljnom materijalu je određena 
količina metala koji bi mogli pozitivno utjecati na tijek dijabetičkih promjena kao i teških metala. 
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je u Hep G2 stanicama prisutna u normoglikemijskim uvjetima. Navedeno ukazuje na značajan 
antidijabetički potencijal odabranih biljnih vrsta koje se u hrvatskoj etnomedicini koriste kao 
komplementarna terapija dijabetesa. 
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SUMMARY 
 
Diabetes is a chronic disease with growing prevalence worldwide. In addition to conventional 
therapy, many patients use phytotherapeutic preparations for the management of diabetes. Besides 
in pharmacies, those products are often purchased in city markets. In this work, a comprehensive 
study of the herbal drugs used as antidiabetics in Croatian ethnomedicine was performed. The study 
included areal parts of yarrow (Achillea millefolium), wormwood (Artemisia absinthium) and 
common centaury (Centaurium erythraea), leaves of silver birch (Betula pendula), white mulberry 
(Morus alba), sage (Salvia officinalis) and bilberry (Vaccinium myrtillus), as well as hulls of beans 
(Phaseolus vulgaris) and elder flower (Sambucus nigra). The content of metals potentially useful in 
therapy of diabetes, as well the content of heavy metals was assessed. Plant material was extracted 
by ultrasonication using water and 80% ethanol as solvent. The content of different plant phenolics 
in the extracts, their antioxidant activity, as well as their ability to inhibit α-glucosidase, was 
assessed. The results have shown that the extracts are rich in different plant polyphenols, especially 
in derivatives of quercetine and caffeic acid. The extracts of birch and bilberry leaf inhibited α-
glucosidase statistically equal to acarbose. Furthermore, they were able to normalize the reduced 
glutathione concentration in Hep G2 cells subjected to glucose-induced oxidative stress. All the 
above indicates a significant potential of the selected plant species as complementary therapy of 
diabetes. 
 
The thesis is deposited in the Central Library of the University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry. 
Thesis includes: 123 pages, 29 figures, 10 tables and 190 references. Original is in Croatian language. 
Keywords: -glucosidase inhibitory activity, antioxidant activity, glutathione, polyphenols, heavy metals 
Mentor: Marijana Zovko Končić, Ph.D. Associate Professor University of Zagreb Faculty of Pharmacy 
and Biochemistry 
 
Reviewers: Sanda Vladimir-Knežević, Ph.D. Full Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and 
Biochemistry 
Miranda Sertić, Ph.D. Assistant Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and 
Biochemistry 
Mirko Hadžija, Ph.D. senior research scientist Institut „Ruđer Bošković“ 
 
The thesis was accepted: February 2018. 
 
